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OZET

IKiLI iLAC ICEREN NANOYAPILI LIPID TASIYICILARIN
BiYOUYUMLULUGUNUN INCELENMESi VE MELANOMA
TEDAVISI iCIN JEL FORMULASYONUNUN HAZIRLANMASI

BALYAPAN, Hande
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Senay HAMARAT SANLIER
Nisan 2022, 76 sayfa

Melanoma cilde rengini veren melanosit hiicrelerinde baslayan ve bu
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucunda olusan bir cilt kanseri tiridir. Cilt
kanserlerinin ¢ok az1 melanomadir ancak oldiriictiliigii en yiiksek olan gesitidir. Tez
kapsaminda melanoma tedavisinde hedef bolgeye dogrudan uygulanabilen bir
yontem olan transdermal uygulamalar tercih edilmistir ve amag¢ dogrultusunda ikili
kullanimda etkinligi arttig1 bilinen Doksorubisin ve Trabektedin ilaglar1 se¢ilmistir.
Nanoyapilt lipid tastyicilar (NLC) kullanilarak ilaglarin cilt katmanlarina kolay
tasinim1 ve Karbopol 940 jel kullanilarak da cilde yapisarak uzun siireli tedaviye
olanak saglamas1 hedeflenmistir. Ikili ilag igeren melanomaya hedefli NLC nin yiiklii
oldugu karbopol 940 jel sentezlenmistir. Hazirlanan jel formiilasyonuna yapilan
karakterizasyon galigmalar1 sonucunda pH’in 6,01, viskozite degerinin 13639 cp,
hidrodinamik boyut 149,60 nm, PDI degeri 0,474 ve zeta potansiyel -34,52 mV
olarak bulunmustur. Bu degerler topikal uygulamalar i¢in cilt ile uyumlu ve jelin cilt
katmanlarindan gecisi kolaylagtiracak degerlerdir. Protein baglama ve hemoliz
caligmalar1 sonucunda biyouyumlu olduguna karar verilen jelin, in vitro ilag salimi
sonucunda uzun siireli ve kontrollii salim gerceklestirdigi sonucuna varilmistir.
Hazirlanan jelin stabilitesini 5°C’de 6 ay korudugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Melanoma, Doksorubisin, Trabektedin, Nanoyapili lipid

tastyicilar, karbopol 940 jel, transdermal uygulama






ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE BIOCOMPATIBILITY OF
NANOSTRUCTURED LIPID CARRIERS CONTAINING DUAL DRUGS
AND PREPARATION OF A GEL FORMULATION FOR THE TREATMENT
OF MELANOMA

BALYAPAN, Hande
MSc in Biochemistry.
Supervisor: Prof. Dr. Senay HAMARAT SANLIER
April 2022, 76 pages
Melanoma is a type of skin cancer that starts in the melanocyte cells that give
the skin its color and occurs as a result of the uncontrolled proliferation of these
cells. Very few skin cancers are melanoma, but it is the most lethal type. In the scope
of the thesis, transdermal applications, which are a method that can be applied
directly to the target area, were preferred in the treatment of melanoma, and
Doxorubicin and Trabectin drugs which are known to increase in efficiency in dual
use, were selected for the purpose. It is aimed to easily transport the drugs to the skin
layers by using nanostructured lipid carriers (NLC) and to allow long-term treatment
by adhering to the skin by using Carbopol 940 gel. Carbopol 940 gel loaded with
melanoma - targeted NLC containing dual drugs was synthesized. As a result of the
characterization studies performed on the prepared gel formulation, the pH was
found to be 6.01, the viscosity value was 13639 cp, the hydrodynamic dimension was
149.60 nm, the PDI value was 0.474 and the zeta potential was -34.52 mV. These
values are compatible with the skin for topical applications and will facilitate the
passage of the gel through the skin layers. It was concluded that the gel, which was
determined to be biocompatible as a result of protein binding and hemolysis studies,
performed long-term and controlled release as a result of in vitro drug release. It was
determined that the prepared gel maintained its stability at 5°C for 6 months.
Keywords: Melanoma, Doxorubicin, Trabectedin, Nanostructured lipid

carriers, carbopol 940 gel, transdermal application
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ONSOZ

Melanoma oldiiriiciiliigli ¢ok yiiksek olan agrasif bir tlimordir. Mevcut
yontemlerle giiniimiize kadar etkili bir tedavi gelistirilememistir. Hedefe yonelik
tedavi olmamasi ile hastalarin yasam kalitesi ve yasam siireleri giinden giinden
diismektedir. Tez kapsaminda melanoma hiicrelerini hedefleyen ve bdylece varolan
yan etkileri en aza indiren tedavi gelistirilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda
hastalikli bolgeye direkt uygulanan ve uygulama kolaylig1 sunan transdermal
tedaviler tercih edilmistir. Ilag tastyici sistem olan nanoyapili lipid tastyicilar (NLC)
tercih edilmis ve ikili kullanimda daha etkili sonu¢ alindig1 bilinen doksorubisin ve
trabektedin antikanser ilaglari se¢ilmistir. NLC ile birlikte kullanildiginda cilt
bariyerlerinden daha kolay gegebilen karbopol 940 jeller ile formiilasyon gelistirilmis
ve c¢ok cesitli karakterizayon c¢alismalar1 yapilmistir. Tez siirecim boyunca
melanoma, NLC, Doksorubisin, Trabektedin ve transdermal uygulamalarla ilgili
bir¢ok bilgi edindim. NLC ve jel sentezi {izerine ¢ok sayida deneyimim oldu. Elde
edilen sonuglarin literatiirle karsilastirilip yorumlanmasini tecriibe ettim.

Melanoma basta olmak iizere kanser, tedavisi zor ama imkansiz olmayan bir
hastaliktir. Tez kapsaminda gelistirilen formiilasyonla, bu hastalikla miicadele eden
insanlara umut olmay1 diliyorum. Bilim hayal kurmakla baslayan ve gercege giden
yollart aydinlatan bir 1giktir. Bu 151k yolunda ilerleyerek bilime ve insanliga faydali

olmay1 dilerim.

Bu calisma 219S788 numarali, “Melanoma Tedavisinde Ikili Ila¢c iceren
Hedefli Nanopartikiil Sisteminin Topikal Kemoterapiye Yonelik Etkinliginin
Arastirilmast” adli proje olarak Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu

(TUBITAK) tarafindan desteklenmistir.

[ZMIR
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1.GIRIS

Kanser Diinya’da 6liime sebep olan hastaliklarin ikinci sirasinda gelmektedir
(Cao et al., 2021). Melanoma bir cilt kanseri tiiriidiir ve cilt kanserleri arasinda
oldirticiiligi en yiiksek olanidir (Domingues et al., 2018). Transdermal uygulamalar
hedef bolgeye dogrudan uygulanan, kolay ve siireklilik saglanabilen tedavi
yontemidir (Cullen et al., 2020). ilag tastyic1 sistemler, diisiik doz ilag kullanimiyla
kanserli dokulara etkinin artmasini saglarken saglikli hiicrelere etkisi azalir ve
boylece yan etki olusumu minimum diizeye iner (Chamundeeswari et al., 2019).
NLC ilaglarin tagmimini kolaylastiran biyouyumlu nanopartikiillerdir. NLC’lerin
yapisindaki lipid partikiillerinin kiiciik boyutu, SC tabakasi ile yakin temas
saglayarak cilt penetrasyonunu arttirir. Cilt ile yakin temasi mukozaya veya cilde
niifuz eden ila¢g miktari arttirir. NLC jel, cilt iizerinde tek katmanli bir lipit filmi
olusturur. Bu film trans-epidermal su kaybin1 dnler. Boylece ciltte tikayici etkiye
neden olur. Cildin nem igerigini artirir, cilt uzun siire nemli kaldig1 i¢in lipid filmin
cilt tizerinde kalma siiresi de artar ve bunun sonucunda uzun siireli ila¢ salinimi
gerceklesir. Ayrica NLC’nin bilesimlerindeki ylizey aktif maddelerin varligi nano
yapilarin termodinamik stabilitesini artirilir. Siirfaktanlarin varlig: cildin gecirgenligi
tizerinde de rol oynar ¢iinkii bunlar cildin yapisinda bozulmaya neden olabilir. Bu
mekanizmanin fiziksel bir UV blokajina izin verdigi bilinmekte bu ydnden
bakildiginda cildin giinesten korunmasina da imkan vermektedir(Beloqui et al., 2016;
Imran et al., 2020).

Tez kapsaminda doksorubisin ve trabektedin ikili ilaglar1 yiiklenen
melanomaya hedefli nanoyapili lipid tasiyicilar karbopol 940 ile birlestirilerek jel
formiilasyonu gelistirilmistir. Literatiirde, trabektedinin nanotasiyici sistemlerde
kullanim1 oldukga kisith olmakla birlikte doksorubisin ile kombine halde kullanimi
mevcut degildir. Bunun yanisira trabektedin ve doksorubisinin kombine halde
melanoma tedavisinde ve topikal formiilasyon da kullanilmasi da literatiire yenilik

getirmektedir.



2. GENEL BILGIi

2.1.Kanser

Kanser, diinyada oOlime neden olan hastaliklarin ikinci sirasinda yer
almaktadir. Kanser, ¢evresel faktorlerden ve genlerden kaynaklanan karmasik bir
hastaliktir. Kisaca, hiicrelerin farklilasmasi ve farklilasan hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde ¢ogalmasi olarak tanimlanmaktadir. Tiimor hiicreleri, besin agisindan fakir
bir ortamda, gerekli besinleri toplayarak hem canliligini siirdiiriir hem de yeni
hiicreler olusturmaya baslar(Pavlova and Thompson, 2016; Ravasco, 2019). Kanserin
baslica nedenleri arasinda genetik ve epigenetik faktorler yer almaktadir. Belirli bir
genin ekspresyonu sirasinda tiimor baskilayicilarinin ya da onkogenlerin mutasyona
ugramasi sonucunda fonksiyon kaybi ve anormal gen olusumu gerceklesir. Bu
durum kanserin genetik yolunu agiklamaktadir. Kanserin epigenenik yolu ise, DNA
metilasyonu, histon varyantlart ve modifikasyonlari, niikleozomun Yyeniden
sekillenmesi ve ayrica kodlama yapamayan kii¢iik diizenleyici RNA'larin bulundugu
kromatin yapisinda gergeklesen degisiklikler seklinde agiklanmaktadir (You and
Jones, 2012). Genetik ve epigenetik yollarin yanisira gevresel faktorlerde kanser
olusumu tizerinde oldukca etkilidir. Hava kirliligi, beslenme diizensizligi, tiitiin ve
alkol kullanimi, gida katki maddeleri, iireme ve cinsel faktorler, endiistriyel iiriinler,
ilaglar ve enfeksiyon gibi dis etkenler de kanser sebepleri arasinda yer almaktadir

(Clapp et al., 2006).

Globocan 2020 yili verilerine gore Diinya’da toplam 19 292 789 kanser
vakasinin 2 261 419’u meme kanserine aittir ve meme kanseri en yaygin kanser
tiriidiir. Toplam 6liim sayist ise 9 953 133 iken bunlarin 1 796 144’1 akciger
kanserinden kaynaklanmistir ve akciger kanseri en ¢ok Oliime sebep olan kanser
tiirtidiir. Tirkiye’de ise hem vaka sayilar1 hem de O6liim oranlar1 siralamasinin

basinda akciger kanseri gelmektedir.



2.2. Cilt Kanserleri

Cilt kanserleri diinyada yaygin goriilen kanser tiirlerindendir ve yayilma hizi
giin gectikce artarak devam etmektedir. Genellikle melanosit ve epidermal olarak
tiretilen hiicrelerin farklilasmasi ve kontrolsiiz ¢ogalmalar1 sonucunde olusur. Kizil
sacl ve ¢illi bireyler, MC1R geninin R allel varyantinin iki kopyasini tagir ve genetik
olarak cilt kanseri gelistirme riski yiiksektir. Nadir goriilen otozomal resesif durum
kseroderma pigmentosa, UV 1s1ginin neden oldugu hasari onarma yeteneginin
kusurlu oldugu bir DNA onarim bozuklugudur ve bu bozukluga sahip bireylerde cilt
kanserine rastanma ihtimali yiiksektir. Cilt kanserleri olustugu hiicreye gore farkl
sekilde isimlendirilmektedir. Melanoma dis1 cilt kanseri ve melanoma olmak {izere
iki simmifa ayrilmaktadir. Melanoma olmayan cilt kanserleri daha yaygindir ancak
daha yiiksek hayatta kalim profili ¢izmektedir.
Bazal hiicreli karsinom Sekil 2.1’de gorildiigi gibi, timor baskilayict PTCHI1
genindeki bir mutasyonun neden oldugu ve bu hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalari
sonucunda olusan otozomal dominant bir durumdur. Genellikle 40 yasin iizerindeki
hastalarda goriiliir ve yavas biiyliyen ayrica nadiren metastaz yapan tiimorlerdir.
Iyilesmeyen bir kabuk, hafif yuvarlak kenarl bir yara ve ciltte kalinlasmis beyaz bir
alan ile kendini belli eden bazal hiicreli karsinom uzun siireli giines maruziyeti

sonucunda olusum gdstermektedir.

Sekil 2.1. Bazal Hiicreli Karsinom(Craythorne and Al-Niami, 2017)

Skuamoz hiicreli karsinom, Sekil 2.2°de goriildiigii gibi, deri veya mukoza
zarlarinin epidermisindeki skuamoz keratinositlerden kaynaklanan malign bir
timordiir. Siklikla fotohasarl ciltte ve uygun Fitzpatrick cilt tipinde goriiliir. Timor
capinin 2 cm'in ve derinligin 4 mm'in {izerinde olmasi kotii prognostik faktor ile

iliskilidir. Dudakta, kulakta ve UV korumali bolgelerde meydana gelir.



Immiinosupresyon, lupus eritematozus, bacak iilserleri, yaniklar gibi kronik skarli
durumlar, sigara kullanimi, arsenik ve insan papilloma viriisii enfeksiyonu skuamoéz

hiicreli karsinomun olusum sebepleri arasindadir.

Sekil 2.2. Skuaméz Hiicreli Karsinom (Craythorne and Al-Niami, 2017)

Kaposi sarkomu, insan herpes viriisii 8 ile iligkili olan diisiik dereceli bir
neoplazmdir. Lezyonlar genellikle mukokutandz bolgelerde bulunur. Mor renkli
kiiciik bir deri degisimiyle baslar, plak seklinde bliyiimeye devam eder ve daha sonra
tilserli bir nodiil olarak geliserek hastalik sistemik hale gelir.

Merkel hiicreli karsinom yasli hastalarda daha sik goriilen ve genellikle bag
ve boyunda olusan nadir bir cilt kanseri tiriidir. Etiyolojisi, UV'ye kronik maruziyet
ve immiinosupresyon ile iliskilidir. Tiimor genellikle soliter, hizla biiyliyen diizensiz
kirmizi bir nodiil olarak ortaya ¢ikar. Lenfatik sistem yoluyla metastaz yapar.

Kutanoz T hiicreli lenfoma, nadir goriilen hastalik grubudur. Deride T hiicre
lenfositlerinin klonal birikimi ile karakterize edilir. Hastalik, uzun yillar boyunca
stabil kalabilen veya plaklara ve tiimorlere doniisebilen cilt degisiklikleri ile kendini
gosterir. Kiiciik yaralarin evresini sedef hastaligi veya egzamadan ayirt etmek
genellikle zor olabilir, bu nedenle uzun yillar fark edilemeyebilir (Craythorne and
Al-Niami, 2017; Griffin et al, 2016).

2.3. Melanoma

Melanoma deride, gozde, i¢ kulakta ve leptomeninkslerde bulunan ve cilde
rengini veren melanosit hiicrelerinin mutasyona ugramasi sonucunda meydana
gelmektedir. Sekil 2.3’te ¢iplak goz ile goriintiisii verilen melanoma, cilt
kanserlerinin en agresif ve en 6liimciil olan tiiriidiir (Domingues, Lopes, Soares, and

Populo, 2018). 2020 yili globacon verilerine gore, tiim cilt kanserlerinin %21°i



melanomaya ait iken cilt kanserlerinden hayatin1 kaybedenlerinin  %50’si

melanomadan kaynaklanmaktadir

Sekil 2.3. Melanoma goriintiisii (Davies, 2021)

Epidermisin bazal seviyesinde, Sekil 2.4’te verilen, UV emici pigment olan
melanin iiretimini gerceklestiren melanosit hiicreleri bulunur. Iki tiir melanin
pigmenti vardir. Bunlar, siyah/kahverengi rengini veren eumelanin ve kirmizi/sari
rengi veren feomelanindir. Bu iki pigmentin birbirine orani cilt rengini belirler. Koyu
renkli eumelanin daha iyi bir UV kalkanidir, feomelanin ise hem UV radyasyonuna
kars1 daha az koruma saglar hem de iretimi kansorejen etki gosterir. Bu sebeple

melanoma goriilme siklig1 beyaz irkta ¢ok daha yiiksektir (Davis et al, 2019).

Sekil 2.4. Melanin pigmentinin gériintiisii (Kawakami and Fisher, 2017)

Ailede melanoma Oykiisii ve gevresel faktorler etkili olsa bile melanomanin
temel sebebi UV maruziyetidir. UV 1s18a maruz kalma, a-MSH kendi reseptorii olan
MCIR f{izerindeki etkisiyle cilt pigmentasyonunu arttirir. Hormonun reseptore
baglanmasi, melanositlerde hiicre i¢i sinyallesmeyi uyarir ve bu sinyal, melanin
tiretiminde yer alan enzimlerin ekspresyonunu arttirir. Hiicrelerin kontrolsiiz

cogalmasi da melanoma ile sonuglanmaktadir (Miller and Mihm, 2006).



Kanserlesen melanoma hiicreleri, Sekil 2.5’te verildigi gibi, 6nce radyal

(yatay) zaman icinde de vertikal (dikey) yayilma ozelligi gosterirler. Dikey

yayillmaya gectigi donem metastaz, yani lenf bezlerine ve diger organlara yayilma

stireci olarak kabul edilir (Betti et al., 2016)
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Sekil 2.5. Melanoma hiicrelerinin bitytime evresi (Miller and Mihm, 2006)

Melanoma olusum ve yayilim siirelerine gore evrelere ayrilmistir ve Sekil 2.6°da

sematik olarak verilmistir;

Evre 0: Kanser hiicreleri epidermis ile sinirlidir ve yayilmamistir. Bu
asamada kanser genellikle tek basina ameliyatla tedavi edilir. Melanoma in
situ olarak da bilinir.

Evre I (oldukca erken evre): Kanser hiicreleri cildin derinliklerine dogru
bliylimiis, ancak lenf diigiimlerine veya viicudun diger organlara
yayilmamastir.

Evre 11 (erken evre): Kanser hiicreleri cildin derinliklerine dogru bitylimiistiir
veya daha yiiksek riskli ozelliklere sahiptir, ancak lenf diigiimlerine veya
Otesine yayilmamistir.

Evre III (bolgesel ileri evre): Kanser hiicreleri bolgesel olarak adlandirilan
yakindaki lenf diiglimlerine yayilmistir, ancak uzak organlara heniiz yayilim
yapmamistir.

Evre 1V (ileri evre, metastaz evresi): Kanser hiicrelerinin deri ve bolgesel lenf
diigiimlerinin Gtesine, karaciger, akcigerler veya beyin gibi uzak organlara
veya uzaktaki lenf diiglimlerine ve boélgelerine yayildigi anlamina gelir

(Cacicedo et al., 2018; Naves et al., 2017).
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Sekil 2.6. Melanoma evreleri (Naves et al., 2017)

2.3.1. Melanoma Cesitleri

2.3.1.1.Yiizeyel Yayillan Melanoma

Melanomanin en yaygin goriilen tiirii, Sekil 2.7°de mikroskop goriintiisii
verilen Yiizeyel Yayilan Melanoma’dir. Yogun veya belirli araliklarla giinese maruz
kalinmas1 sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Siklikla kahverengi, siyah ve pembe olarak
gozlemlenirken nadiren de olsa mavi ve beyaz renkli olarak gézlemlenmistir. Radyal
biiylime fazinda dermal-epidermal baglanti boyunca diizenlenmis ve yuva olusturma
egilimi yiiksek olan biiylik epiteloid melanositlerin agirlikli olarak intraepidermal
cogalmasi vardir. Lezyonlar genellikle agir pigmentlidir, sinirlandirilmig bir sekilde
bulunur, stabildir ve yayilim gostermez.(Dessinioti at al., 2018; Elder et al., 2020;
Susok and Gambichler, 2022).

Sekil 2.7. Yiizeyel Yayilan Melanoma’ya ait mikroskop goriintiisti (Elder et al., 2020)



2.3.1.2. Lentigo Melanoma

Yogun UV i1sinlari maruziyeti sonucunda ortaya cikmaktadir. Yiizeysel
yayilan melanoma ile karsilagtirildiginda daha sinirli bir alana yayilir ve ilerleme hizi
daha yavastir. Teshis edilebilmeleri icin 6 mm’den biiylikk boyutta olmalar
gereklidir. Diizensiz sekillere ve pigmentasyonlara sahiptir, piiriizsiiz ylizeyleri ayirt
edici ozelliklerindendir. Baz1 vakalarda iilserli kanayan yiizey, kasinti, renk degisimi
gozlenebilir. Sekil 2.8’de mikroskop goriintiisii verilmistir (DeWane et al., 2019;
Elder et al., 2020).

Sekil 2.8. Lentigo Melanoma'ya ait mikroskop goriintiisii (Elder et al., 2020)

2.3.1.3. Desmoplastik Melanoma

Desmoplastik melanoma, Sekil 2.9’da mikroskop goriintiisii verilmistir, en az
60 olmak lizere daha ileri yaslarda goriilmeye baslayan melanoma tiiriidiir. Dikey
eksenine dogru bir bitylime gosterir ve dermise sizarak nodiil olusturur ve daha sonra
tiimore doniigiir. Bu timorlerin desmoplastik bileseni, sekil ‘de goriildiigli gibi,
kollajen lifleri ile ayrilmis tek tek hiicrelerin bulundugu igsi yapilardir ve birbirine
bitisik halde bulunur. Genellikle solgun ve renksiz olarak ortaya ¢ikar bu yiizden de
hasta tarafindan farkedilmesi oldukga zordur. (Elder et al., 2020; Nicolson and Han,
2019).



Sekil 2.9. Desmoplastik melanomaya ait mikroskop goriintiisii(Elder et al., 2020)

2.3.1.4. Spitz Melanoma

Spitz melanomanin karakteristik ozelligi biiyiime ve gelisme potansiyeli
yiiksek olan biiyiik lezyonlardir. Lezyonel hiicreler sekil 2.10°da gorildiigii gibi
biiytik ¢ekirdekli ve bol sitoplazmalidir. Mitotik aktivitesi oldukca yiiksektir boylece
hizli bir sekilde yayilim gosterirler (Elder et al., 2020).

Sekil 2.10. Spitz melanomaya ait mikroskop goriintiisii(Elder et al., 2020)

2.3.1.5. Akral Melanoma

Hispanik ve Afrikan kokenli siyahi irkta yaygin goriilen melanoma tiiriidiir.
El ve ayak parmaklari, avug igleri, ayak tabanlar1 ve tirnaklar gibi viidudun tiy
olmayan boélgelerinde olusmaktadir. Akral Melanoma tiirii cildin {ist yiizeyinde
olusur, alt tabakalarda mitotik aktivitesi disiiktiir. Sekil 2.11°de mikroskop
goriintlisii verilmistir (Elder et al., 2020).



10

Sekil 2.11. Akral melanomaya ait mikroskop goriintiisii(Elder et al., 2020)

2.3.1.6. Mukozal Melanoma

Mukoza zarinda meydana gelen Mukozal Melanoma lezyonlar1 en ¢ok genital
bolgelerde, agiz ve burun bosluklarinda ve konjunktivada ortaya ¢ikar. Bu melanoma
tiirdi tiim 1rklarda yaklasik olarak esit siklikta meydana gelir bu yiizden de beyaz irk
disinda goriilen melanomalarin 6nemli bir kismini olusturur. Giinese maruziyet ile
bilinen bir iliskisi olmamakla birlikte neyin sebep oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Bu lezyonlarin gorsellestirilmesindeki zorluklar nedeniyle kanama
ve agri ile kendini belli eder. Cevredeki dokulart iggal eden ve yok eden hacimli bir
timor olarak ortaya cikar. Sekil 2.12°de mikroskop goriintiisii verilen Mukozal
Melanoma, yakin gevrelerde yogun bir sekilde ¢ogalmaya devam eder ve siklikla
farklilagsma gosterir.(Elder et al., 2020; Nenclares et al., 2020; Yde et al., 2018).

Sekil 2.12. Mukozal melanomaya ait mikroskop goriintiisii(Elder et al., 2020)
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2.3.1.7. Konjenital Neviislerde Ortaya Cikan Melanoma

Dogumda olusan melanositik nevus olarak da tanimlanan konjenital nevuslar,
yenidoganlarda nadiren goriilen melanoma tiiriidiir ve Sekil 2.13°’de mikroskop
goriintlisii verilmistir.Bu melanomaya ait lezyonlar, daha sonraki yasamda gelisen
edinsel nevuslardan klinik olarak ayirt edilemeyen kiiciik lezyonlardir. Gelismekte
olan melanoma, klinik olarak arka plandaki pigmentli ve genellikle tiiyli neviis
tarafindan maskelenebilir. Bunlarin, genellikle kiigiik yaslarda ortaya ¢ikan, ancak
her zaman biyopsi gerektirmeyen iyi huylu lezyonlar olan konjenital neviislerden ve
proliferatif nodiillerden ayirt edilmesi gerekir. Timoriin biyikligiine ve mitoz

icerigine gore oldiiriiciiligi artmaktadir. (Elder et al., 2020; Merkel et al., 2019).

Sekil 2.13. Konjenital Neviislerde Ortaya Cikan Melanomaya ait mikroskop goriintiisii(Elder et al.,
2020)

2.3.1.8. Blue Neviizlerde Ortaya Cikan Melanoma

Blue neviisler diger tiirlere gore goriilme sikligi ¢ok diisiiktiir ve bu sebeple
olugma riski ¢ok fazla bilinmemektedir. Tipik olarak bazen kalinlasmis retikiiler
dermis kollajen lif demetleri arasinda yer alan ince dendritik sitoplazmik siireclere
sahiptir. Bazen de seyrek olarak dagilmis igsi ve renkli hiicre popiilasyonundan
olusur. Lezyonlar temelde subkutise uzanan siskin bir genislemeye sahiptir.
Cogunluk ayak tabaninda ve avug iglerinde lokalize olurlar. Genellikle Oncii
lezyonlarin varligindan dolay1 teshisi gecikmektedir ve bu sebeple lezyonun
boyutunda artis meydana gelmektedir. Sekil 2.14’te mikroskop goriintiisii verilmistir
(Elder et al., 2020; Licata et al., 2021).
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Sekil 2.14. Blue Neviizlerde Ortaya Cikan Melanomaya ait mikroskop goriintisii(Elder et al., 2020)

2.3.1.9. Uveal Melanoma

Uveal melanoma tiiri ¢ok nadir goriilen kanser c¢esiti olmakla birlikte
eriskinlerde en sik goriilen deri dis1t melanoma vakasidir, Sekil 2.15’te mikroskop
goriintlisli verilmistir. Goziin primer malignitesidir. Uvea melanoma, farkli anatomik
lokasyonlara go¢ eden ve yerlesen pluripotent ndral krest hiicrelerinden kaynaklanir.
Bulundugu boélge, rengi, sekli ve boyutu ile karakterize edilmektedir. Vakalarin
cogunda timor koroide tutulur. Tiimorler cogunlukla renkli yapidadir. Bruch zarim
kirip subretinal bosluga dogru biiylimeye devam ettiginde mantar benzeri bir
gorlinlim kazanir. Ortalama bazal boyut 11,1 mm ve ortalama kalinlik 5,5 mm'dir.
Bazi durumlarda, tiimor bolgesinde kanamalar geligsebilir ve nadiren retina
asindiginda vitréz boslugunu da tutabilir. Uveal melanoma vakalarinin ¢ogunda
karacigere metastaz gerceklestigi goriilmektedir (Elder et al., 2020; Jager et al.,
2020).
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Sekil 2.15. Uveal Melanomaya ait mikroskop goriintiisii(Elder et al., 2020)

2.3.1.10. Nodiiler Melanoma

Bu melanoma tiirii tlserlidir ve aralikli glines maruziyetinden kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Radyal biiylime faz1 gostermeseler de metastas durumunda vertikal
biliytimeleri oldukga yiiksektir ve mitotik aktivitesi yiiksek oldugu i¢in hizli yayilim
gosterirler. Klinikte nodiiler melanomalar genellikle amelanotiktir ve pembe
papiilonodiiler bir lezyon olarak olusum gostermektedir. Caplar1 kii¢clik olmasina
ragmen oldukca derin olarak konumlanirlar. Karakteristik olarak epidermisin
tizerinde yiikselirler ve yukar1 yonde birikimli biiyiimeyi gosterirler. Nodiiler
melanoma vakalar1 diger melanoma tiirleri ile kiyaslandiginda ortalama olarak daha
kotli prognoza sahiptir. Sekil 2.16’da mikroskop goriintiisii verilmistir (Elder et al.,
2020; Green et al., 2018).
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Sekil 2.16. Nodiiler Melanomaya ait mikroskop goriintiisii(Elder et al., 2020)

2.3.2.  Melanoma Tanis1

Melanomanin benlerden ayirt edilmesi ¢ok zordur, bu yiizden de ¢ogu zaman
teshis konulmasinda gii¢liik yasanir veya geg¢ kalinir. Melanomay1 benden ayiran bazi
ozellikler vardir. Melanoma bene gore daha asimetrik, diizensiz ve bulanik yapida
olusum gosterir. Daha koyu renkte ve daha biiyiik boyutta olan melanoma farklh
boyutlarda ve farkl sekillerde olmasiyla klasik beden ayirt edilebilmektedir (Davis et
al., 2019).

2.3.2.1.Dermoskopik yaklasim

Dermoskopi, pigmentli ve ¢iplak gozle goriilemeyen lezyonlarin ayrimsal
teshisini  belirlemede kullanilmaktadir. Yontemin ilk adiminda, melanomik
lezyonlarin ayirt edici yapilar1 ve degisen yogunluklarina dayali olarak dermoskopik
goriintiilerden farkli tipte renk ve doku 6zellikleri ¢ikarilmaktadir. Dijital dermoskopi
ve tiim viicudun fotograflanmasi ile yeni olusan lezyonlarin belirlenmesine olanak
saglanir. Ayrimsal teshisler diger pigmentli melanositik lezyonlari, melanositik
olmayan pigmentli lezyonlar1 ve diger pigmentli tiimorleri belirlemeyi kapsamaktadir

(Davis et al., 2019; Waheed, 2017).
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2.3.2.2. Histopatolojik yaklasim

Histopatolojik yaklasimda klinikpatolojik tipi, malignitenin bulundugu boélge,
timor kalinligi, ilserin gdzlenip goézlenmedigi, invazyon diizeyi, varsa
mikrosatelitler, lateral veya derineksizyon ayrimlarinin teshisi gerceklestirilir. Ayrica
histopatolojik yaklasimda her mm?’de ki mitozlarin sayisi, mitotik aktivitesi ve
niiksetme bilgilerine de ulasilmaktadir. Horizontal ve vertikal eksenlerdeki gelisme
evresi veya gerileme olup olmadigi, vaskiiler ve perindronal bulagma gibi bilgilere de

bu yontemle ulasilmaktadir (Davis et al., 2019).

2.3.2.3.1leri evre gozlemleri

Yiiksek ve disiik riskli olmak iizere hastalar cesitlilik gostermektedir.
Bolgesel lenf nodiilleri ve yumusak doku i¢in ultrason, akciger filmi ve abdominal
sonografi pelvis ve retroperiton i¢in kullanilir. Yiiksek risk spekturumundaki
hastalarda yayilma gosteren bir melanoma varsa bunun organlardaki goriintiisiinii
belirlemek igin bilgisayarli tomografi, PET; tiimor boyutunu belirlemek i¢in de MRI
gozlemleri istenir. EK olarak LDH ve serum protein S-100 yayilma belirteci olarak
kullanilan parametrelerdir (Davis et al., 2019).

2.3.3. Melanoma Tedavisi

Melanomanin genel tedavi protokiiliinde cerrahi miidahaleler, radyoterapi ve

kismen de kemoterapi vardir.

2.3.3.1.Cerrahi uygulamalar

Melanoma tedavisinde en ¢ok tercih edilen yontem olan cerrahi miidahaleler
i¢in tiimor lokalize olmalidir. Metastaza ugramis tiimdrlerde operasyon uygulanmasi
miimkiin degildir. Yine cerrahi miidahaleler i¢in tiimdr boyutunun 0,8 mm’den daha

biiyiik olmasi gerekmektedir (Davis et al., 2019).
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2.3.3.2.Radyoterapi

Melanoma hiicreleri, verimli enzimatik sistem, yiiksek cogalma kapasitesi,
zay1f hiicre farklilasmasi ve radyo- direngli kanser kok hiicreleri dahil hipoksik hiicre
havuzlart nedeniyle yiiksek onarim kapasitesine sahiptir. Bu yiizden melanoma
radyodirengli kanser tiirii olarak kabul edilmektedir. Geleneksek olarak melanoma
tedavisinde 1.8-3 Gy fraksiyonuna dayali radyoterapi uygulanmakta ve sonug
allmamamaktadir. Etkisinin goriilebilmesi i¢in 4,8 Gy gibi daha yiiksek dozlarda
radyoterapi uygulanmasi gerekmektedir. Ancak bu da cilt irritasyonu, enfeksiyonu ve

yorgunluk gibi olasi yan etkileri daha fazla arttirmaktadir(Espenel et al., 2017).

2.3.3.3.Kemoterapi

Kemoterapi; kanser hiicrelerini 6ldiirmek ve yok etmek igin kullanilan
sitotoksik ilaglardir. Melanomanin kemoterapi ile tedavisinde kullanilan ve FDA
onayli tek ila¢ olan Dekarbazin’in etkisi timor hiicrelerinde ¢ok az olmak ile birlikte
5 ila 11 ay aras1 sagkalim profili ¢izmektedir. Bireye ve aldig1 doza gore degisiklik
gosteren yan etkiler arasinda yorgunluk, enfeksiyon riski, mide bulantisi, kusma,
tirnaklarda meydana gelen degisimler, istah kaybi, ishal, sa¢ kaybi, sinirlerde
hassasiyet gibi birgok agir yan etkisi bulunmaktadir. Ancak melanomanin ilag
direngli kanser tiirii olmasindan kaynakli olarak, kemoterapi ile tek basina tedavisi

miimkiin degildir (Domingues et al., 2018).
2.3.3.4.Topikal ve Transdermal uygulamalar

Tedavilerde kullanilan ilaglarin hedeflenen hastalik bolgesine ulagmadan
once, lstesinden gelmesi gereken birgok biyolojik engel vardir. Oral ve paranteral
uygulamalar bu engellere ¢ok fazla takildigi i¢in hedef bolgeye az ve yetersiz
miktarda ilag tagimimi gerceklesir. Melanoma tedavisinde topikal ve transdermal
uygulamalar ile ilag, dogrudan hedef bolgeye uygulanir ve biyolojik engellere ¢ok az
takilir. Boylece hastalik bolgesine daha fazla ilag¢ tasinimi saglanmis olur. Ancak cilt

katmanlarindan biri olan stratum corneum, ciltte saglam bir bariyer gérevi goriir ve
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disiik ilag alimi sorununa yol agmaktadir. Bunun sonucunda da diisik ilag
biyoyararlanimi goriilmektedir. Bu da topikal ve transdermal uygulamalarin

yetersizliklerindendir (Cullen et al., 2020; Heenatigala Palliyage et al., 2019).

2.4.Antikanser Ilaclar
2.4.1.Doksorubisin

Doksorubisin  (Dox) cesitli kanser tiirlerinde kullanilan kemoterapik bir
ajandir. Hem yetiskinlerde hem de cocuklarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Ik olarak 1969 yilinda Streptomyces peucetius var. Caesius mikroorganizmasindan
izole edilen antrasiklin antibiyotik ailesine aittir (Bernabeu, Moretton, and
Chiappetta, 2016; Meredith and Dass, 2016). Dox’un molekiiler yapist Sekil 2.17’de
de goriildigi gibi, iki grubun bitisik kinon-hidrokinonlar ve daunosamin ile A
halkasina bir glikozidik bag ile bagli oldugu bir tetrasiklik halka igerir. Tetrasiklin
grubu suda c¢oziinmezken, daunosamin sekeri Dox’un suda ¢oziiniirliigiinden
sorumludur (Meredith and Dass, 2016). Kirmizi-turuncu renge sahip olan Dox notr
pH’a sahiptir ve 1s18a duyarlilik gostermektedir (Sritharan and Sivalingam, 2021).
1974 yilinda FDA onay1 alan Dox tek basina ya da kombinasyon halinde kati ve
hematojen kanserlerde tedavinin birinci basamaginda siklikla kullanilmaya devam
etmektedir (Renu et al., 2018; Sritharan and Sivalingam, 2021).

OH

NH,

Sekil 2.17. Doksorubisin yapist (ACD/Labs Software 6.0 programu ile ¢izilmistir).
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2.4.1.1.Etki Mekanizmasi

Dox boliinen hiicrelerin niikleik asitlerine farkli mekanizmalar ile etki
etmektedir. Birinci yol, DNA ipliklerinin baz giftleri arasindaki interkalasyonu
sonucunda replikasyon ve transkripsiyon islemleri bloke edilir. Boylece hizla
bliyliyen hiicrelerde DNA ve RNA sentezini inhibe edilmesine olanak saglanir.
Dox’un diizlemsel kromoforu DNA bazlar1 arasina girer ve daha sonra bu
pozisyonda hidrojen bagi ile stabilize edilir. Kromoforun hidroksil grubu ve
daunosamin sekerinin amino grubu, DNA'ya baglanma ve DNA'y1 birlestirmeden
sorumludur. Bu interkalasyon kompleksi, apoptoz indiiksiyonu ile sonuglanan, ¢ift
sarmalli DNA kirilmalart ve yogun kromatinli parcalanmis cekirdekler olusturur.
Diger bir yol ise, Dox'un kinon yapisi bir elektron alicisi olarak redoks
reaksiyonlaria katilir ve birka¢ enzim tarafindan bir semikinon serbest radikaline
doniigiir. Demir aracili serbest radikallerin iiretilmesi ile hiicre zarlarinda,
proteinlerde ve DNA'da oksidatif hasarin olusur. Béylece DNA'nin kendisinde hasara
neden olabilir veya siiperoksit, hidroksil radikalleri veya peroksit gibi reaktif oksijen
tirleri (ROS) iireterek kinon formuna geri doniistiiriilebilir. Ayn1 zamanda, ROS
oksidatif strese, lipid peroksidasyonuna, membran ve DNA hasarina neden olabilir

ve apoptozu tetikleyebilir (Cagel et al., 2017; Meredith and Dass, 2016).

Dox’un bir baska etki mekanizmasi ise, topoizomeraz II'yi inhibe ederek
DNA boliinmesi ve hiicre 6liimilyle sonuglanan sitotoksik aktivite gostermesidir.
Topoizomeraz II, DNA'nin siiper sarmal durumunu diizenleyen, birikmis pozitif
sliper sarmallar1 gevseten ve birbirine dolanmig DNA zincirlerini ¢dzen bir enzimdir.
DNA replikasyon isleminin tamamlanmasi i¢in bu enzime ihtiya¢ duyulmaktadir.
Replikasyon sirasinda, topoizomeraz II, DNA'da ¢ift zincir kirilmalarina neden olur.
Topoizomeraz II inhibitorii olan Dox, topoizomeraz 11-DNA kovalent boliinme ara
maddelerini stabilize eder. DNA daha sonra replikasyon siirecinde daha fazla
ilerleyemez ve hiicre oOlimii meydana gelir. DNA'nin replikasyonunu,
transkripsiyonu ve siiper sarmallit DNA'nin gevsemesi bloke edildiginden onarimini
biiyiik 0l¢iide oOnler. Dox kompleksten ayrildiginda topoizomeraz |I-DNA-ilag

kompleksi tersine dondiigii icin ilacin kompleks i¢inde kalma siiresi doksorubisinin



19

sitotoksisitesinin belirleyici faktorlerindendir. Bu etki mekanizmasi, topoizomeraz 11
seviyelerinin ¢gogalmaya devam eden hiicrelerde yiikseldigini gosterdigi i¢in Dox’un
kanser hiicrelerine seg¢iciligini arttirmaktadir (Cagel et al., 2017; Meredith and Dass,
2016; Sritharan and Sivalingam, 2021).

2.4.1.2.Yan Etkileri

Oksidatif stres kardiyotoksisitenin ana nedenlerindendir. Dox’un kiimiilatif
dozu yiizey alanini astig1 igin oksidatif stresin olusmasina neden olmaktadir. Dox’un
en belirgin yan etkisi kalpte kronik toksisiteye yol ac¢masidir. Ayrica
kardiyomiyositlerdeki ~ mitokondriyal  degisiklikler,  doksorubisin  kaynakli
kardiyotoksisite  sirasinda  hiicre i¢i  organel degisikliklerinden  biridir.
Kardiyomiyositlerin kullandigt ATPmin %901 mitokondri tarafindan iretilir.
Mitokondride gerceklesen Dox kaynakli yapisal degisiklikler ATP sentezinin
durmasina sebep olur. Doksorubisin tedavisi sirasinda, elektron tagima zincirinin
kompleks I'inde redoks dongiisiiniin azaltilmasi yoluyla yiiksek bir reaktif oksijen

tiird iretimi gerceklesir.

Kardiyolipin i¢ mitokondriyal zarin 6nemli bir bilesenidir. Kardiyolipinin
anyonik yiikii ve doksorubisinin katyonik yiikii oldugu i¢in karsilikli bir afiniteye
sahiptirler. Bu nedenle doksorubisin ve kardiyolipin, geri doniisii olmayan bir sekilde
birbirine baglanir. Daha sonra doksorubisin mitokondri i¢inde tutulur ve bunun
sonucunda oksijen tiirlerinin konsantrasyonunda bir artig olur. Reaktif oksijen
tirlerinin tiretimindeki artis protein, yag ve sinyal molekiillerinin oksidasyonuna
sebep olur. Bu durum tamamen kardiyotoksisite ile sonuglanarak Dox kullanimini
smirlandirir (Nesakumar et al., 2018; Renu et al., 2018; Shafei et al., 2017).

2.4.2 Trabektedin

Ticari adi1 Yondelis®, ET-743 olan Trabektedin (Trb) Ecteinascidia turbinata
olarak adlandirilan deniz yosunundan elde edilen kemoterapétik bir ajandir. Ik defa
1960 yilinda izole edilmistir. 23 Ekim 2015'te Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onay almistir. Yapisal olarak bu molekiil, sekil 2.18’de goriildiigii gibi, kaynasmais ti¢

tetrahidroizokinolin halkasindan olusan polisiklik bir yapir iskelesinden olusur ve
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Cai'de reaktif bir karbinolamin fonksiyonel gruba sahiptir. Tetrahidroizokinolin
halkalarindan ikisi, DNA ¢ift sarmalinin kii¢ciik olugu ile etkilesim i¢in ¢erceve
gorevi goriirken, iigiincii halka DNA dupleksinden ¢ikint1 yapar. Ozellikle TC-NER
sistemi ile bitisik niikleer proteinlerle etkilesimlere izin verir. Yiiksek oranda
proteine baglanma 0Ozelligi vardir ve metabolitler fekal atilim ile elimine edilir.
Trabektedin, A ve B'nin DNA'y1 bagladigi ve C'nin transkripsiyon faktorleriyle
etkilestigi A, B ve C olmak iizere {i¢ alt birimden olusur. Gliniimiizde yumusak doku
sarkomlarinin tedavisinde kullanilan etkili bir antikanser ajandir (Dubois and Cohen,
2009; Mills and Gago, 2021; Monk et al., 2016).
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Sekil 2.18. Trabektedin yapisi (ACD/Labs Software 6.0 programu ile ¢izilmistir).

2.4.2.1.Etki Mekanizmasi

Trabektedin, indiiklenmis biiyiime inhibisyonu ve malign hiicrelerin liimiine
sebep olmakla birlikte, transkripsiyonun inhibisyonununa ve temel inflamatuar
mediatorlerin iiretimini azaltarak tiimor mikro ortaminin etkilenmesini saglar. Aktif
transkripsiyonu inhibe ettigi mekanizma, uzama sirasinda transkripsiyon yapan RNA
polimeraz I1I'nin dogrudan bloke edilmesi aracilik eder, bdylece proteazom yolu ile

hizli ve yogun bozunma indiiklenir.

Trb guaninleri DNA ¢ift sarmalinin mindr olugundaki N2 pozisyonundaki
ekzosiklik amino grubuna kovalent olarak baglar. S fazi boyunca hiicre dongiisii

ilerlemesini yavaglatir ve G2'deki hiicreleri tutuklar. Trabektedin-DNA eklentisinin,
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hiicrelerin transkripsiyonundaki DNA hasarin1 onarmaya c¢aligir. Buna zit olarak,
DNA baglayici ve onarici proteinler olan TC-NER sistemini tuzaga diisiirmekte ve
oluimciil DNA zinciri kirilmalarini indiiklemektedir. Trabektedinin antikanser
etkilerinin bozulmamis bir TC-NER iizerindeki bu bagimliligt DNA ¢ift zincir
kiriklar1 olusturur ve apoptoza yol acan hiicre dongiisiiniin bozulmasina neden olur

(Dubois and Cohen, 2009; Larsen et al., 2016; Monk et al., 2016).

2.4.2.2.Yan Etkileri

Trabektedinin hepatik transaminazlarda gecici ylikselmeler, miyelosupresyon,
bulanti, kusma ve yorgunluk gibi yan etkiler olusturmaktadir. Serum transaminaz
seviyeleri, normal sinirnin 20 katindan fazlasina ¢ikabilir. Baglangicta karaciger
anormallikleri olan hastalarda, trabektedine maruz kaldiktan sonra daha siddetli akut
toksisite olusmaktadir. Hematolojik toksisite esas olarak ndtropeni seklinde kendini
gosterir; ancak, atesli ndtropeni insidansi diisiiktiir. Trombositopeni ve anemi de az

olmakla birlikte goriilen yan etkilerdendir (Chuk et al., 2009).
2.5.Nanotasiyici sistemler

Nanotastyicilar, boyutlar1 1 ile 100 nanometre arasinda g¢apa sahip olan
kolloidal nanopartikiillerdir. Terapdtik bir ajanin veya herhangi baska bir maddenin
hedef bolgeye taginmasi igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Chamundeeswari et al.,
2019).

Geleneksel yollarla kullanilan ilaglar genellikle gastrointestinal kanalda
parcalanir veya etkili olmalar1 i¢in gerekli olan kalitede yeterince emilemez.
Nanotasiyict sistemler ile hiicresel diizeylere ila¢ tasimimi arttirilir, ilaglarin
dolagimda ya da dokulardaki konsantrasyonunu ve salim kinetikleri optimize edilir.
Boylece diisiik dozlarda etkin ve giivenli tedavi saglanir. Nanotasiyicilarin daha
bliyiik yiizey-hacim orani, bilesimi ve sekli gibi fiziksel o6zelliklerinin sundugu
avantajlar vardir. Bu ozellikler sayesinde belirli bir ilag konsantrasyonunda ilag
molekdilleri viicut ile daha ¢ok temas eder ve boylece ayni ilag dozu ile hiicresel
iletimi daha etkili hale getirir. Azaltilmis dozaj ile ilacin toksik ve immunojenik
Ozelliklerini en aza indirilir ve saglikli dokulara zarar vermeden hedef bolgede

istenilen diizeyde farmakolojik yanit elde edilebilmesine olanak saglar. Tiim bunlarin
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yanisira Oisa akis pompasinin asirt ekspresyonu, kendi kendini onarma kapasitesi,
degisen hedefler veya ilacin artan metabolizmasi ile kanser hiicreleri bir savunma
mekanizmas1 gelistirir. Nanotasiyic1 sistemler ile bu savunma mekanizmalarinin
iistesinden gelinerek kolay tedavi imkani saglanir. Ayarlanabilir ylizey kimyasi, uzun
stireli ve siirekli ilag saliniminin ger¢eklesmesine olanak saglar. Bu durum ilacin en
cok ihtiya¢ duyulan yerde ve zamanda biyoyararlanimini iyilestirmekte ve ayrica tek
basina ilagtan daha uzun siireli ilag sirkiilasyonu saglanmaktadir (Chamundeeswari et
al., 2019; Ding and Li, 2017).
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Sekil 2.19. Nanotastyici gesitleri ve gorselleri(Ding and Li, 2017)
Ayrica lipofiliklik, stratum corneum tabakasi boyunca cilt penetrasyonunu
tyilestirmekte ve bdylece ilaclarin bu tabakadan gecisini kolaylastirmaktadir. Bu
sebeple lipid yapili nanopartikiillerin kullanimi melanoma tedavisinde topikal

uygulamalar igin uygun bir ilag tasiyici sistemdir (Heenatigala Palliyage et al., 2019).
2.5.1.Lipozomlar

Lipozomlar, ila¢ dagitim sistemlerindeki gelismis yaklagimlardan biridir.
Lipozomlar, antikanser ilaglari, antibiyotikler, anti-inflamatuar, genler ve antifungal
ilaclarin  tasiniminda kullanilan nanotasiyict sistemlerdir. Lipozomlar 1965'te
onaylanan ilk kapali mikroskobik fosfolipid ¢ift katmanli sistemlerdir. Sulu bir
ortami digerinden ayiran bir veya daha fazla ¢ift katmanli zardan olusan dairesel
yumusak madde kesecikleridir. Fosfolipid molekiilleri, esas olarak farkli polar basg
gruplarindan ve iki hidrofobik hidrokarbon zincirinden olusur. Kutup gruplari,
zwitter iyonik veya negatif yliklii olabilir. Hidrokarbon zincir molekiilleri farkli

uzunluklara ve farkli doymamislik derecelerine sahiptir.
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Lipozomlarin olusumu, sulu bir ¢ozelti iginde kuru lipid filmlerin
olusturulmasi seklinde kendiliginden olusur. Hidrofilik maddeler, sulu g¢ekirdekte
¢Oziinlir hale getirilir ve lipofilik ilaglar, lipid ¢ift tabakalarina dahil edilebilir. Bu
acidan bakildiginda hem lipofilik hem de hidrofilik ilaglarin kapsiillenmesinde
kullanilmaktadir. Bir ilag dagitim sistemi olarak lipozomlar, biyouyumluluk, kendi
kendine bir araya gelme kapasitesi, biiyiik ila¢ yiiklerini tagima yetenegi ve biyolojik
ozelliklerini kontrol etmek icin degistirilebilen ¢ok cesitli fizikokimyasal ve
biyofiziksel Ozellikler dahil olmak {izere g¢esitli avantajlar sunar. Lipozomlar
karmagik iiretim yontemleri, diisiik yiizde tutma verimliligi ve biiyiik dlgekli iiretim
zorluklar1 gibi dezavantajlara sahiptir (Ahmed et al., 2019; Marta et al., 2014,
Sercombe et al., 2015).
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Sekil 2.20. Lipozom (Sercombe et al., 2015)

2.5.2.Kat1 Lipid Nanopartikiiller

Kati Lipid Nanoparcaciklar (SLN), farkli molekiillerin terapétik etkisini
gelistirmek i¢in  uygulanan ¢ok yonlii nano tasiyicilardir. Lipozomlarin
dezavantajlarinin iistesinden gelmek i¢in ortaya c¢ikmiglardir. SLN’ler oda
sicakliginda kati halde bulunan lipidlerden, emiilgatorler veya her ikisinin
karisimindan meydana gelmektedir. Yapisinda ayrica aktif farmasotik bilesenler ve
solvent sistemi bulunmaktadir. Bununla birlikte, lipid matrislerinin kristal yapisi,
yiiksek kaliteli SLN formiilasyonlar1 elde etmek icin ¢ok dnemli bir 6zelliktir. Lipid

¢ekirdegi olusturmak igin en sik kullanilan malzemeler mono-, di- ve trigliseritler,
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yag asitleri, yag alkolleri ve mumlardir. Bu lipidler yiksek biyouyumluluk
sergiledikleri ve erime noktalart viicut sicakligimmin iizerinde oldugu igin tercih
edilmektedir. Kati bir ¢ekirdegin olusumu, kontrollii ilag salimi1 veya partikiil
stabilitesi gibi SLN'lerin 6zelliklerini belirledigi i¢in olduk¢a énemlidir. 50 ila 1000
nm arasinda bir c¢apa sahip, genellikle kiiresel morfolojide, mikron alt1 boyutta

kolloidal pargaciklardir.

Viicut sicakliginda kati1 olan biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak
pargalanabilen lipidlerden olusan SLN'ler ilag dagitim sistemlerinde tercih edilen
nanotastyicilardir. Ek olarak, dahil edilen ilacin kontrollii salinimini miimkiin kilarlar
ve kimyasal koruma saglarlar. Dolayisiyla dahil edilen bilesige yliksek stabilite
saglarlar. Hem lipofilik hem de hidrofilik ilaglarin kapsiillenmesine olanak saglar.

Biiyiik 6l¢ekli iiretime gecilmesi miimkiindiir.

Bunun yanisira nanopartikiiller, diisik ilag yiikleme kapasitesi ve SLN
depolamasi sirasinda ilag atilma olasilig1 gibi yeniden kristallesme siireci ile ilgili
bazi dezavantajlara sahiptir. Tiim bunlar, bazi SLN preparasyonlar1 tarafindan
gosterilen yiiksek polidispersite ile birlikte, bu tip nanopartikiillerin endiistriyel
tiretimi i¢in sinirlayici faktorler olabilmektedir (Bay et al., 2019; Duan et al., 2020).

Surfaktan

Lipid matrix

Co-sirfaktan

Sekil 2.21.SLN sematik gosterimi (Bay et al., 2019)

2.5.3.Nanoyapih Lipid Tasiyicilar

Lipid nanotasiyicilar, polimerik nanopartikiillere, lipozomlara ve

emiilsiyonlara alternatif olarak gelistirilmistir. Ozellikle SLN’ler ile ilgili sorunlarin
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iistesinden gelmek i¢in Muller tarafindan 1999-2000 yillar1 arasinda Nanoyapili
Lipid Nanotastyicilar gelistirilmistir. Bunlar ikinci nesil lipid tagiyicilardir ve gesitli
terapotik yaklasimlarda kullanilmaktadir. NLC'ler, ilaca dahil edilmis matris
olusturmak i¢in kat1 lipitlerin bir kisminin sivi lipitlerle degistirilmesiyle
gelistirilmistir. NLC’ler iki farkli lipid formundan olugsmaktadir. Bunlar; fizyolojik
ve biyolojik olarak tamamen parcalanabilen kati lipidler ve terapotik maddelerin
cilde tasinmasini saglayan sivi lipidlerdir. NLC'nin bilesimi; kii¢iik ve kontrollii
partikiil boyutu, diizensiz kristal yapilar ve lipofilik ilaglarin yiiksek baglanma orani
sayesinde yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesine sahiptir. Ilaglarin cogunun dogada
lipofilik olmast sebebiyle sivi lipidlerdeki ¢oziintirliikleri NLC’nin gelisimi agisindan
anahtar bir faktordiir. Bunun yanisira NLC’lerin biyouyumlu olmasindan kaynakli
olarak organizma i¢in toksisite seviyesi diistiktiir. NLC'nin ortam i¢inde rijidizasyonu
sirasinda sivi lipidlerin varligindan dolay1 diizenli olmayan daginik bir ¢ekirdek
olusur. Bu tiir bir ¢ekirdek, daha yiiksek ila¢ yiiklemesine ve ilacin barinmasi igin
yeterli alana izin verir. Bu nedenle depolama sirasinda ilag ¢ekirdekten disari atilmaz
ve yiiksek stabilite saglar. Formiile etme, hazirlama ve sulu bir ortamda artan
dagilabilirlik ozellikleri sayesinde hazirlanma prosediirii basittir. NLC hazirlama
prosediirii, organik bir ¢6ziicli olmadan gerceklestirilebilir bu agidan biyouyumlulugu
yiiksektir. Ayrica islem, yliksek basingli homojenizasyon ile biiyiik parti boyutlarina
kolayca olgeklenebilir (Beloqui et al., 2016; Haider et al., 2020; Khosa et al., 2018;
Salvi and Pawar, 2019).
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Sekil 2.22. SLN ve NLC yapisal olarak karsilastirilmasi

NLC’lerin yapisal olarak ii¢ farkli ¢esiti vardir.
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NLC Tip I: Kusurlu tip olarak da adlandirilmaktadir. Kati lipidin bir
boliimiiniin s1v1 lipid ile degistirilmesi, kusurlu kristal matris olusumuna neden olur.
Boylece ilacin barinmasi i¢in daha fazla yerin mevcut oldugunu gosterir ve daha
yuksek ilag yiliklemesine izin verir. Kusurlu kristal g¢ekirdegin olusumu, ilacin
cekirdekten disari ¢ikmasma neden olan yiiksek diizeyde yapilandirilmis veya
diizenli matris olusumunu engelleyerek, ilag yiiklenmesi i¢in daha fazla alan saglar.

NLC Tip Il: Bu NLC tipi ayn1 zamanda amorf ya da yapisiz tip olarak da
bilinir. Katilagma ve depolamadan sonra o polimorfunda kalan kati lipidlerin sivi
lipidlerle birlikte kullanim1 amorf ¢ekirdek olusturma egilimindedir. Bu, kristallesme
olmadig1 ve ila¢ amorf matris i¢inde gomiilii kaldigi icin tip I NLC'lere gore
avantajlidir. Kat1 lipidlerin  polimorfu, kristal yapili matris gelistirir.

NLC Tip III: Bu, coklu tiptir ve su igerisinde kati lipidleri iceren sivi lipid
tagicilardan olugsmaktadir. Temel olarak, yalnizca faz ayirma teknigi ile
gelistirilebilen, kat1 i¢inde lipid veya su icinde lipid tipi NLC'dir. ilag lipidlerde daha
yiiksek ¢oziiniirlik gosterdiginde, bu yaklasim, ilag yilikleme kapasitesini ve
stabilitesini gelistirmek i¢in NLC'lerin formiilasyonunda kullanilabilir. Minik lipid
damlaciklar1 kati lipid matrisinde homojen olarak dagilir ve daha sonra bu sistem de

sulu ortamda dagilir(Beloqui et al., 2016; Haider et al., 2020).

® ilac molekiilii ~o ylizey aktif madde - kati lipid

== A s lipid ¥ .Amorf sivi lipid @ nano yag bolimu

Sekil 2.23. A) Tip INLC, B) Tip Il NLC, C) Tip III NLC'lere ait yapisal sekilleri(Subramaniam et al.,
2020)
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2.6.Transdermal fla¢c Uygulamalari

2.6.1.Jel Formiilasyonu

Topikal ve dermatolojik uygulamalar, uygulanan ilaglara bagl olarak cilt
ylizeyine yapismada giigliikk, cilt katmanlarindan zayif geg¢is ve hasta agisindan
uygulama zorlugu gibi sinirlamalarla kars1 karsiyadir. Hidrojellerin kesfi ve 60 yili
askin bir siiredir farmasotik formiilasyonlarda hammadde olarak kullanilmasi
sayesinde topikal uygulamalarda onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Hidrojeller,
onemli miktarda suyu emebilen {i¢ boyutlu polimerik aglardir. Hidrojellerin ana
ozelligi, polimerik zincirde hidrofilik ve hidrofobik gruplarin varlig ile iligkilidir. Bu
gruplar arasindaki denge, %10 ila %99 seviyeleri arasinda su emilimini miimkiin
kilar. Ayn1 zamanda yapisinda sulu ortamda ¢oziinmeyi Onleyen c¢apraz baglar
mevcuttur. Capraz baglar, polimerik zincirin viskoz-elastik veya elastik davranig
gosterip gostermedigini belirleyen aglari baglamaktan sorumludur. Bir hidrojel
tarafindan emilen suyun hacmi, sisme kapasitesini tanimlayan polimerik aglarin
esnekligi ile sinirhdir. Sistiginde, hidrojel o kadar ¢ok su emer ki, polimerik
aglarinda bulunan sivinin kiitlesi, onu olusturan polimerin kiitlesinden daha biiyiik
hale gelir. Bir hidrojelin su igerigi, yikli ilaglarin salim profilini degistirme
kapasitesi ile bu yapiya benzersiz Ozellikler saglayan fiziksel ve kimyasal

ozelliklerini belirler(Ataide et al., 2019).

NLC’lerin yapisindaki lipid partikiillerinin kiiciik boyutu, SC tabakasi ile
yakin temas saglayarak cilt penetrasyonunu arttirir. Cilt ile yakin temas: mukozaya
veya cilde niifuz eden ila¢ miktarini arttirir. NLC jel, cilt lizerinde tek katmanli bir
lipit filmi olusturur. Bu film trans-epidermal su kaybini 6nler. Boylece ciltte tikayici
etkiye neden olur. Cildin nem igerigini artirir, cilt uzun siire nemli kaldig1 i¢in lipid
filmin cilt lizerinde kalma siiresi de artar ve bunun sonucunda uzun siireli ilag
saliimu gerceklesir. Ayrica NLC’nin bilesimlerindeki yiizey aktif maddelerin varligi
nano Yyapilarin termodinamik stabilitesini artirilir. Siirfaktanlarin varhig: cildin
gecirgenligi lizerinde de rol oynar ¢iinkii bunlar cildin yapisinda bozulmaya neden

olabilir. Bu mekanizmanin fiziksel bir UV blokajina izin verdigi bilinmekte bu
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yonden bakildiginda cildin giinesten korunmasina da imkan vermektedir(Beloqui et
al., 2016; Imran et al., 2020).

kati lipid

swvi lipid
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Sekil 2.24. NLC molekiillerinin cilt tabakasindan gegisi(Sharma et al., 2017)

2.6.1.1.Karbopol 940 Jel

Karbopol polimeri, yiikksek molekiiler agirligina sahip olan karboksivinil, alil
sakaroz gibi polieterlerin akrilik aside capraz baglanmas: ile olusan homo ve
kopolimerlerdir. Esas olarak metil ve metilen gruplarindan olusan asili gruplar, tekrar
eden birimlerin alternatif konfiglirasyona sahip oldugu sindiyotaktik olarak
diizenlenir. Kuru beyaz toz polimer, ndtralizasyon ile baslangi¢ ¢apinin 10 katina
denk gelen ve baslangic hacminin 1000 katina kadar sisen, ortalama g¢api birkag
mikron olan parcaciklara sahiptir. Boylece bu pargaciklar su ile ¢evrelenen polimer
zincirlerinin yiiksek diizeyde capraz bagli yapisini tanimlar. Capraz bagl zincirler
sik1 bir paketlenme saglar ve capt bir mikrondan daha kiiclik olan kiiclik kiiresel
kiirecikler olusturur. Boylece polimer, kiigiik aglomere pargaciklarinin biiyiik kiiresel
varliklar olusturdugu hiyerarsik bir yapiya sahiptir. Polimerin kalinlagsma
mekanizmasi Sekil 2.25'te sematik olarak gdsterilmistir. Polimer, toz halinde yiiksek
oranda kivrilir, ancak c¢apraz bagh yapi, suda dagildiginda ¢dziinmeye baglar.
Polimer aginin genisletilmis yapisi, polimer ve baz arasindaki reaksiyonun polimer

omurgast boyunca iyonlasmaya yol agtig1 bir bazin varliginda elde edilir. Ortaya
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cikan negatif yiikler, elektrostatik itmeye ve dolayisiyla polimer zincirlerinin

genisletilmis yapiya dogru genislemesine yol agar (Shafiei et al., 2018).

(b)

Sekil 2.25. Karbopol jelin sematik gosterimi a)seyreltik yap1 b)siki paketlenmis yapi(Shafiei et al.,
2018)

Sekil 2.26. Carbopol 940 jelin yapisal gésterimi(Xu et al., 2020)
Tim bunlarin yanisira jellestirici ajanlardan biri olan Karbopol 940 ile
hazirlanan hidrojeller, cilt yiizeyine ¢ok iyi yapisarak ilacin siirekli ve kontrollii
salimmmint gerceklestirir. Ayrica cilt iceriginde yiiksek koruma saglayarak ilacin

seciciligini arttirmaktadir(Xu et al., 2020).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Materyal

Kullanilan kimyasallar; Karbopol 940 Acros Organics’ten, trietanolamin
(TEA) Carlo Erba’dan, fotal sigir serumu (FBS) (heat inactivated) Capricorn
markasindan, sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCI), disodyum hidrojen
fosfat (Na2HPO4), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PQOs) Isolab’tan, BSA, dimetil
stilfoksit (DMSQO) Sigma Aldrich’ten temin edilmistir.

Kullanilan cihazlar; Hasas terazi (Ohaus), santrifiij (Sigma, 2-16KL), ¢oklu
siticilt manyetik karistirict (Velp Scientifica), mekanik karistirict (WiseStir HS-
100D), pH metre (HANNA Edge), Viskozimetri (Brookfield DV-1I+Pro, izmir Ege
Universitesi  Ilag  Gelistirme ve Farmakokinetik —Arastirma-  Uygulama
Merkezi(ARGEFAR)), Zetasizer (Malvern Panalytical ZSU3305, Izmir Ege
Universitesi ARGEFAR), Taramali elektron mikroskobu (SEM)( Kritik Nokta
Kurutucu Leica EM CPD300, Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz
Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi (MATAL)), Diferansiyel Taramali
Kalorimetre (DSC) (TA Instruments Q20 DSC, Ege Universitesi MATAL), stabilite
kabinleri (Niive TK 600, izmir Ege Universitesi Ilag Gelistirme ve Farmakokinetik
Arastirma-Uygulama Merkezi), su banyosunda (Memmert), Yiiksek performansl
stvi  kromatografisi (HPLC)( Izmir Ege Universitesi ARGEFAR), UV-Vis
spektrofotometre (Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis), santrifiij (Hettich 1204),
orbital karistiric1 (Heidolph Unimax 1010).

3.2. Metot
3.2.1. Bos Karbopol 940 Jel Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Topikal kullanima uygun olarak jel formiilasyonunun hazirligt Khan ve
arkadaslari, Malik ve Kaur, ve Ahmed ve arkadaslar tarafindan uygulanan yontemler
dikkate alinarak gerceklestirilmistir. %1°lik konsantrasyonda olacak sekilde 100 mg
karbopol 940 azar azar 10 mL d-su igerisine eklenerek gece boyu oda sicakliginda,
800 rpm’de karistirtlmistir. (Ahmed et al., 2019; Khan et al., 2015; Malik and Kaur,
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2018). Ardindan ¢ozelti igerisine mekanik karistirict yardimiyla 1200 rpm’de
karistirma esnasinda 100 uL. TEA damlatilarak ¢ozelti ~pH’1 6 civarina getirilip
notralize edilmistir (Ankita et al., 2020). Daha sonra jel igerisindeki hava
kabarciklarmin giderilmesi i¢in 10 dakika boyunca oda sicaklikliginda 2000 rpm’de
santrifiij yapilmistir. Bu sekilde jel olusturma islemi tamamlanmis ve jel sonraki

kullanimlar i¢in +4 °C’de saklanmuistir.

Sekil 3.1. Bos karbopol 940 Jelin hazirlandiktan sonraki goriintiisii

pH testi: Jelin pH’1 oda sicakligi kosullarinda ve ii¢ tekrarli olacak sekilde

analizlenmistir.

Viskozite testi: Jel orneginin viskozite testleri, Viskozimetre cihazi T96

Spindle ile 100 rpm karistirma hizinda ve ¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Partikiil boyut, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel analizi: Analiz i¢in

0,2 g jel tizerine 10 mL d-su eklenmis ve prob-tip sonikatér ile 1 dakika boyunca
homojenize hale getirdikten sonra 20.000 kat seyreltilmistir. Analizler ii¢ tekrarli
gerceklestirilmistir.

DSC analizi: Karbopol 940 jel 6rneklerinin DSC analizleri 10 °C/dk'lik bir

tarama hizinda 20-250 °C sicaklik araliginda ve azot gaz1 altinda yapilmistir.

3.2.2. DTP-NLC yiiklii Karbopol 940 Jelin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

2198788 numarali Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
(TUBITAK) 1001 projesi kapsaminda melanoma hiicrelerinin yiiksek oranda
ekspresse ettigi bilinen LAT-1 tasiyicilart hedeflemeye yonelik DSPE-PEG-Tirozin

konjugat1 gelistirilmistir. Yine ayni proje kapsaminda Doksorubisin ve Trabektedin
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ikili ilact iceren, DSPE-PEG-Tirozin konjugati ile melanoma hiicrelerine hedefli hale

getirilmis nanoyapili lipid tastyicilarin (DTP-NLC) sentezi gergeklestirilmistir.

DTP NLC igeren jelin hazirligi da karbopol 940 jelin hazirligima benzer
sekilde gergeklestirilmistir. 0,4 gram nanotasiyict igeren DTP-NLC’nin 10 g sulu
stispansiyonu igerisine 100 mg karbopol 940 azar azar eklenmis ve gece boyu oda
sicakliginda, 800 rpm’de karistirilmistir. Ardindan mekanik karistirict altinda 1200
rpm’de kanistirtlirken 100 pLL. TEA damlatilarak ~pH’1 6 civara getirilmistir.
Ardindan hava kabarciklarinin giderilmesi i¢in 2000 rpm’de oda sicaklifinda 10
dakika boyunca santrifiij yapilmistir. Formiilasyon, hazirlanan siispanse formun en
yiiksek konsantrasyonunda; agirlik¢a % 1 karbopol, % 4 DTP-NLC ve TEA igerecek

sekilde hazirlanmistir.

Sekil 3.2. 1) DTP-NLC'nin sonik prob ile dipserse edilirken goriintiisii, 2) Karbopol 940 eklendikten
sonra gece boyu karismasina ait goriintii, 3) TEA ekledikten sonra mekanik karistirict
karistirilmasi, 4) DTP-NLC jelin goriintiisii

Bos karbopol 940 jele oldugu gibi DTP-NLC yiiklii karbopol 940 jele de pH,
viskozite, partikiil boyutu, polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve DSC analizleri

yapilmistir. DTP-NLC jele ek olarak SEM ve etken madde analizi yapilmistir.

SEM analizi: Jel 6rnegi Kritik Nokta Kurutucu Leica EM CPD300 cihazi

kullanilarak kurutulmustur. Ardindan Au/Pd kaplama yapilarak analizlenmistir.



33

Etken Madde: DTP-NLC igeren jelin etkin madde miktar tayini i¢in 0,5 g jel
10 mL DMSO igerisinde ¢oziilmiigtir., DMSO hem doksorubisin hem de
trabektedinin ¢oziiciisii oldugundan tercih edilmistir. Berraklasan ¢ozelti 0,45 um por

capli filtre membranlardan stiziildiikten sonra HPLC analizi yapilmustir.

3.2.3. In Vitro fla¢ Sahm

llag salim calismasi i¢in DTP-NLC jel kullanilmistir. Salim testlerinde
seliloz diyaliz membran (MWCO 12.000-14.000 Da, Dialysis tubing cellulose
membrane, D9777-100FT, Sigma Aldrich) kullanilmistir. Salim ortamlari olarak 10
mM pH 7.4 fosfat tamponu (fizyolojik ortam) ve 10 mM pH 5 asetat tamponu(asidik
ortam) hazirlanmistir. 1,5 mg Dox ve 47,5 pug Trb iceren DTP-NLC jel membranlara
eklenerek ila¢ salimlari incelenmistir. Salim ortamlar1 30. dak- 55. saatlerde
toplanarak yerine taze ve ayni sicakliktaki tamponlar ilave edilmis ve sink kosullar
saglanmigtir. Toplanan fazlarda hem doksorubisin hem de trabektedin HPLC

analizleri yapilarak ilag salim yiizdeleri (esitlik 1) hesaplanmustir.

ortama salinan ila¢ miktar1 (ug)

flag salimi (%) = x100 (1)

baslangicta eklenen ila¢ miktar: (ug)

3.2.4. Biyouyumluluk Cahsmalari

3.2.4.1. Protein Baglama

Ilag tastyict sisteme protein baglanma oranlarmmn belirlenmesi i¢in Cole ve
arkadaglar1 ile Semete ve arkadaglar1 tarafindan uygulanan yodntemlerden
yararlanilmigtir (Cole et al., 2011; Semete et al., 2012b). NLC, PNLC ve DTP-NLC
ornekleri tuzlu fosfat tampon (PBS) ile 0,5 mg/mL konsantrasyona seyreltilmistir.
Fotal sigir serumu ise PBS ile % 60 (v/v) oranda seyreltilmistir. Serum proteinlerinin
nanotastyici sisteme oran1 10:90, 20:80, 40:60 ve 60:40 (v/v) ve son hacim 600 uL
olacak sekilde serum protein ve NLC karigimlart hazirlanmistir. Fotal sigir serumu
ile NLC o6rnekleri orbital karistiricida 160 rpm ve 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
Stire sonunda 13.000 rpm’de 1 saat santrifiij yapilmistir. Siipernatant 6rneklerinde
protein miktar1 Bradford metoduna gore tayin edilmistir (Bradford, 1976).

Hazirlanan Bradford reaktifinden 2 mL alinarak 100 pL supernatant {iizerine
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eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyon sonucunda &rneklerin
absorbanslart UV-Vis spektrofotometre cihazinda 595 nm dalga boyunda
Olclilmiistiir. Hazirlanan standart grafigi yardimiyla baslangigta eklenen protein
miktarlar1 ve nanotasiyiciya baglanmayan protein miktarlart  bulunmustur.
Baslangigta eklenen protein miktarindan baglanmayan protein miktar1 ¢ikartilarak
nanotagtyicilara baglanan protein miktarlarina ulasilmistir. Esitlik 2 yardimiyla da

nanotasiyiciya protein baglanma yiizdeleri hesaplandi.

Baglanan protein miktar: (mg)

Protein Baglama (%) = x 100 (2)

Baslangicta eklenen protein miktar: (mg)
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Sekil 3.3. Protein baglama deney diizenegi

3.2.4.2. Hemoliz Testi

Nanotastyicinin yaratabilecegi hemoliz miktarlarinin belirlenmesi i¢in Meyer
ve Yallapu tarafindan kullanilan ydntemden yararlanilmistir (Meyer, Sunshine,
Green, and Tissue, 2016; Yallapu et al., 2015). NLC, P-NLC ve DTP-NLC 6rnekleri
PBS ile 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 mg/mL konsantrasyonlarina seyreltilmistir (Zhao, Tang,
Yang, and Wang, 2018). Ote yandan EDTA’l1 tiipe alnan tam kan 3000 rpm’de 10
dakika santrifiijlenerek eritrositlerin ¢oktiiriilmesi saglanmustir. Eritrositler iki defa
PBS ile yikanmis ve % 2 hematokrit elde edecek sekilde PBS ile seyreltme
yapilmistir. 1 mL nanotasiyici sistem ile 1 mL eritrosit siispansiyonu orbital
karistiricida 160 rpm ve 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Eritrositler ayrica 1:1 (v/v)
oranlarinda negative kontrol grubu olarak PBS ile ve pozitif kontrol olarak da %]l
Triton X-100 ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde tiim &rnekler eritrositlerin

coktiirtilmesi i¢in 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santifiij sonunda tist
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fazlar 13.000 rpm’de 1 saat tekrar santrifiij edilerek nanotasiyicinin ¢oktiiriilmesi
saglanmigtir. Siipernatant fazda spektrofotometrik olarak 540 nm’de absorbans

Olclimii yapilarak hemoglobin tayini yapilmistir.

3.2.5. Stabilite Calismalari

DTP-NLC yiiklii jelin raf Omriiniin anlagilmasi i¢in stabilite c¢aligmalari
yapilmistir. DTP-NLC igeren jel hazirlanip 12 ay boyunca 543 °C’de (Ugur), 25+2
°C / %605 bagil nemde ve 3042 °C/ %65+5 (Niive TK 600)) bagil nemde; 1, 2,3 ve
6 ay boyunca ise 5+3 °C, 2542 °C / %60+5, 30£2 °C/ %65+5 ve 40£2 °C / %75+5
bagil nemdeki kabinlerde saklama islemine baslanmistir. Stabilite caligmalarinda
belirli periyodlarda alinan Orneklerin pH, viskozite, partikiill boyut, boyut

dagilimi, zeta potansiyel ve etkin madde analizleri gergeklestirilmistir.



36

4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Bos Karbopol 940 Jelin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Xu ve arkadaslar1 Karbopol 940°dan elde edilen hidrojelin cilde iyi yapismasi
nedeniyle, siirekli olarak ilaci yerinde birakabildigi, ilacin segiciligini artirabildigi ve
boylece melanoma tedavisinde ila¢ dozunu azaltabildigi sonucuna varmislardir (Xu
et al., 2020). Karbopoller, polialkenil eterler veya divinil glikol ile ¢apraz baglanmis
akrilik asit polimerleridir. Hidrofilik yapilari nedeniyle, karbopollerin ¢apraz bagh
yapilari, onlar1 topikal kullanim igin jel tipi formiilasyon olarak kullaniminda
potansiyel adaylar haline getirir. Karbopol 940 ¢ok yiiksek molekiiler agirligina
sahiptir. Bu nedenle cilde etkili bir sekilde niifuz etmeleri i¢in yag bazli araglara
ihtiya¢ duyarlar. Transdermal formiilasyonlarin fazla asidik veya bazik olmas1 cilt
ortamimin pH’mi1 degistirebilir ve cilt tahrisine neden olabilir, bu sebeple pH’in
ayarlanmasi biiyiik 6nem tasir. Trietanolamin jelin stabilitesine yardimci olmak ve
asidik karbopol dagilimini nétralize edebilmek icin kullanilmaktadir. Trietanolamin
ile pH ayar1 yapilarak ~pH 6,0 civarinda yani cilt pH’1na uygun bir degerin elde
edilmesi saglanmaktadir (Fetih, 2010).

Tablo 4.1. Bos karbopol 940 jele ait pH, Viskozite, Hidrodinamik boyut, PDI ve Zeta potansiyel

sonuglart
Zeta
Viskozite Hidrodinamik Potansiyel
pH (cp) Boyut (nm) PDI (mV)
6,08 + 13660 + 0,85+ -22,24 +
0,02 282,84 106,6 + 12,96 |0,06 2,78
pH Testi

Tez kapsaminda hazirlanan bos karbopol 940 jelin pH’l Tablo 4.1°de
belirtildigi gibi 6,08 olarak belirlenmistir. Das ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada
karbopol 940 jelinin pH’1 5,98-6,06 deger araliginda oldugu belirtilmistir (Das,
Nayak, and Nanda, 2013) . Guleri ve Preet yaptiklar1 ¢alismada %1’lik karbopol 940
jelinin pH’1 6,52 olarak olgiilmiistiir (Guleri and Preet, 2013). Shukr ve Marwa
yaptiklar1 ¢alismada karbopol 940 jelinin pH’1 6,8 degerinde oldugu belirtilmistir
(Shukr and Marwa 2013). pH degeri verilen ¢aligmalar ile paralellik gostermektedir.
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Viskozite Testi

Hazirlanan bos karbopol 940 jelin viskozite degeri Tablo 4.1’de verildigi gibi
13660 cp’dir. A-sasutjarit ve arkadaglar1 yaptiklari ¢alismada karbopol 940 jelinin
viskozitesinin 10018 cp oldugunu belirtmistir (A-sasutjarit et al., 2005). Viskozite
sonucu literatiir ile uyumlu bulunmustur.

Hidrodinamik boyut, PDI ve Zeta potansiyel

Karbopol 940 jelin, Tablo 4.1°de de goriildiigi tizere, hidrodinamik boyutu

106,6 nm, PDI degeri 0,85 ve zeta potansiyel degeri -22,24 mV olarak belirlenmistir.
Laureate ve arkadaglart yaptigi c¢alismada, karbopol 940 jelinin hidrodinamik
boyutunu 114 nm ve zeta potansiyel degerini -37,7 mV olarak bulmustur (Eid et al.,
2013). Mohamed ve Eid tarafindan 2013 yilinda yapilan ¢alismada da karbopol 940
jelinin hidrodinamik boyutu 113 nm ve zeta potansiyel degeri -34 mV olarak
belirlenmistir (Laureate et al., 2015). Bahsedilen caligmalar tez kapsaminda elde

edilen sonuglarla uyumluluk gostermektedir.

DSC analizi
1 Karbopol 940 jel
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Sekil 4.1. Karbopol 940 jele ait DSC egrisi

Hazirlanan karbopol 940 jelin DSC egrisi Sekil 4.1°de verilmistir. DSC
analizi sonucunda erime sicakliginin 123,71°C oldugu sonucuna varilmistir. Wen ve
arkadaglar1 hazirladiklar1 Karbopol 940 jelinin DSC analizi sonucunda erime
sicakligmmi 116 °C olarak bulmustur (Wen et al., 2012). Patil ve arkadaslari ise
Karbopol 940 jelinin erime sicakligin1 117,47 °C olarak belirlemistir (Patil et al.,
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2015). Tez kapsaminda elde edilen sonug literatiir ile kiyaslandiginda benzerlik

gostermektedir.
4.2. DTP-NLC yiiklii Karbopol 940 Jelin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Deri katmanlarindan biri olan Stratum korneum, topikal génderimde diisiik
ilag alim1 sorununa yol agmakta bunun sonucunda da ila¢ diisiik biyoyararlanim
gosterebilmektedir. Kiiciik boyutlu NLC'ler cilt ile yakin temasi saglar ve cilde niifuz
eden ilag miktarini artirir. NLC jelinin topikal uygulamasi, cilt lizerinde tek katmanl
lipid filmi olusturur, bu da trans-epidermal su kaybini 6nler, boylece tikayici etkiye

neden olur ve cildin nem igerigini artirirarak cildi nemli tutar(Imran et al., 2020).

Tablo 4.2. DTP-NLC jele ait pH, Viskozite, Hidrodinamik boyut, PDI ve Zeta potansiyel sonuglari

Zeta
Viskozite |Hidrodinamik Potansiyel
pH (cp) Boyut (nm) PDI (mV)
6,01 £ 13689 + 0,474 £ -34,52 +
0,05 101,89 149,60+ 20,93 [0,02 13,16

pH Testi

DTP-NLC jelin pH degeri Tablo 4.2’de verildigi gibi 6,01’dir. Pandey ve
arkadaslarinin 2020 yilinda NLC yiiklii karbopol 940 jel ile yaptiklari c¢alisma
sonucunda pH degerini 5,4 olarak dlgmiisler ve jelin cilt ile uyumlu olabilmesi i¢in
pH’in 4-6 deger araliginda olmasi gerektigini vurgulanmiglardir (Pandey et al.,
2020). Fatima ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptig1 ¢caligmada NLC yiiklii %1°lik
karbopol 940 jelin pH degeri 6,14 olarak bulunmustur (Fatima et al., 2019). Sharma
ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada NLC ytiklii karbopol 940 jelinin pH degerinin
5,44 oldugu bildirilmistir (A. Sharma et al., 2020). Bahsedilen literatiirlere uygun
olarak bos karbopol jelin ve DTP-NLC yiikli jelin pH degerleri arasinda fark
bulunmamakla birlikte DTP-NLC yiiklii jelin dermal kullanim agisindan pH
degerinin uygun oldugu belirlenmistir.

Viskozite Testi

DTP-NLC jelin viskozite degeri Tablo 4.2°de belirtildigi gibi 13689 cp’dir.
Fatima ve arkadaglarinin 2019 yilindaki ¢alismasinda NLC yiikli %1°lik karbopol
940 jelinin viskozite degerinin 9130 cp oldugu bildirilmistir (Fatima et al., 2019).
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Pandey ve arkadaslariin 2020 yilinda NLC yiikli karbopol 940 jeli ile yaptiklari
calismada sonucunda 100 rpm karistirma hizinda o6lgiillen NLC yiikli jelin
viskozitesinin 15000 cp degerinde oldugu belirlenmistir (Pandey et al., 2020). Ayrica
bu degerin cilt yiizeyine kolaylikla siiriilebilen ve cilt ylizeyinde alikonulabilen bir
degere karsilik geldigi de vurgulanmistir. Calismamda bos karbopol jel ile DTP-NLC
yiikli jel arasinda viskozite agisindan neredeyse bir fark yoktur ve hazirlanan DTP-
NLC jelin deri yiizeyine uygulanabilecek uygun viskoziteye sahip oldugu verilen
literatiirler ile desteklenmektedir.

Hidrodinamik boyut, PDI ve Zeta potansiyel

DTP-NLC yiikli jelin hidrodinamik boyut, PDI ve zeta potansiyel degerleri
Tablo 4.2°de verilmistir. Tez ¢alismamda DTP-NLC jelin hidrodinamik boyutu bos
karbopol 940 jeline gore daha biiyiik olarak belirlenmistir. Jel yapisindaki aglara
DTP-NLC partikiillerin girisiyle boyutlarin hem bos karbopol jele hem de DTP-NLC
partikiil grubuna gdre bir miktar artmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Karbopol jelin
poliakrilik polimeri oldugu bilindiginden zeta potansiyel degerinin negatif ¢ikmasi
beklenen bir sonugtur, yapiya eksi yiikli DTP-NLC katilmasiyla negatif yiikiin
mutlak degerinde de artis yasanmig, baska bir deyisle sonu¢ negatif degere
yaklagmistir. Ayrica DTP-NLC jelin PDI degeri 0,5’in altinda oldugundan partikiil
boyut dagiliminin heterojen olmadig: diistintilmektedir.

Song ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada, karbopol 940 jele NLC
ylklenmis bunun sonucunda NLC yiiklii jelin boyutunun 210 nm oldugu belirlenmis
ve NLC ile kiyaslandiginda NLC yiiklii jelin boyutunda artis olurken zeta potansiyel
degerinde ¢ok fazla bir degisim gorilmemistir (Song et al., 2014). Journal ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada, NLC’nin hidrodinamik partikiil boyutu 88,5 nm
iken karbopol 940 jele yiiklenmesi durumunda 96,8 nm’ye artig gostermistir (Journal
et al., 2017). Calisma sonucumda da DTP-NLC ile kiyaslandiginda DTP-NLC yiiklii
jelin hidrodinamik boyutunda artis olmustur. Han ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada
NLC yiikli karbopol 940 jelin partikiil boyutunun 124 nm ve zeta potansiyel
degerinin —28,5 mV oldugu belirlenmistir. Ayrica NLC’lerin jele yiiklenmesinden
sonra partikiil boyutu sonuglarina gore partikiil agregasyonunun olmamasi, NLC’nin

jel iginde stabil kaldig1 ve bu stabilitenin cilt ile temas halinde etkisini ve etki etme
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stiresini destekleyecegi belirtilmistir. Bunun yanisira negatif yiik ve artan zeta
potansiyel degerinin elektrostatik itme ile beraber artan stabilite sagladigi
vurgulanmistir (Han et al., 2012). Khurana ve arkadaslarinin NLC yiikli jel ile
yaptiklar1 ¢alismada, partikiil boyutu 195,33 nm ile 210,66 nm araliginda ve zeta
potansiyel degerinin -25,66 mV ile -27,33 mV degerleri araliginda dl¢iilmiistiir. Elde
edilen kiiciik boyuttaki nanopartikiillerin hiicre i¢i yollardan stratum corneum’un
icine girebilmesi sebebiyle partikiil boyutunun transdermal uygulamalarda
nanometrik partikiillerin uygunlugunu gdésteren Onemli bir parametre oldugu
belirtilmistir. Bu c¢alismadaki boyut ve potansiyel degerlerinin transdermal
uygulamalar i¢in uygun oldugu vurgulanmistir (Khurana, Jain, and Bedi, 2013).
Literatiir bilgileri 15181nda hazirlanan DTP-NLC jelin dermal uygulama i¢in uygun
partikiil boyutu ve zeta potansiyel degerine sahip oldugu sdylenebilmektedir.

SEM Analizi

Karbopol 940 kullanilarak hazirlanan DTP-NLC yiikli jellerin SEM
goriintiisii diisiik ve yliksek biiylitmede sirastyla Sekil 4.2 ve 4.3°te gosterilmektedir.
DTP-NLC o6rnegine benzer olarak DTP-NLC jelin goriintiisii kiiresele yakin ve
partikiil boyut sonuclari ile uyumludur. Song ve arkadaslar1 karbopol 940 ile
hazirladiklar1 jellere NLC yiiklemis ve SEM analizi sonucunda boyutlar1 210 nm
civarinda ve kiiresel morfolojide yapilar elde etmislerdir (Song et al., 2014). 2019
yilinda Fatima ve arkadaglan tarafindan yapilan NLC yiikli %1°lik karbopol 940
jelin SEM goriintiisiinde boyutlart 130 nm civarinda ve kiiresel morfolojide yapilar
goriilmistiir (Fatima et al., 2019). Sonug olarak, ¢alismamizda literatiirde elde edilen

morfolojiye uygun goriintiilere ulagiimistir.
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Sekil 4.3. DTP-NLC yiiklii jelin yiiksek biiylitmedeki SEM goriintiisii.

DSC Analizi

DTP-NLC jele ait DSC egrisi sekil 4.4’te verilmistir.

Isi akisi (mW)

DTP-NLC jel
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Sekil 4.4. DTP-NLC jele ait DSC egrisi
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Yapilan DSC analizi sonucunda DTP-NLC jelinin erime sicakligi 116,83 °C
oldugu belirlenmistir. Khurana ve arkadagslar1 kati lipid olarak setil palmitat ve sivi
lipid olarak kaprilik asidi kullanarak olusturduklar1 NLC’lere karbopol 940 ekleyerek
jel hazirlamislardir. DSC analizi sonucunda erime sicakligimi 99,48 °C olarak
Olgmislerdir (Khurana et al., 2013). Calisma kapsaminda DTP-NLC partikiil
grubuna gére DTP-NLC jelin erime sicakligi karbopol jel icerisine karistiktan sonra
daha yiiksek sicakliga erismis ve literatiire uygun sekilde 116,83 °C degeri yeni
erime sicakligi olarak belirlenmistir.

Tiim karakterizasyon test sonuclari dikkate alindiginda dermal yoldan

melanoma tedavisinde kullanima uygun jel gelistirildigi diistiniilmektedir.

Spesifikasyonun uygunlugu belirlendikten sonra DTP-NLC jel biiyiik miktarda

hazirlanip stabilite testi i¢in ¢alismalar baslatilmistir.

4.3. In Vitro fla¢ Sahm
4.3.1. DTP-NLC jele ait ila¢ salim1

DTP-NLC yiikli jele ait Dox ve Trb % salim degerleri sirastyla Sekil 4.5 ve

4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.5. Doksorubisinin DTP-NLC jel formiilasyonundan pH 7,4 ve pH 5 tamponlarindaki zamana
bagli salimi
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Sekil 4.6. Trabektedinin DTP-NLC jel formiilasyonundan pH 7,4 ve pH 5 tamponlarindaki zamana
bagl salimi
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Doksorubisin, DTP-NLC jel orneginden pH 5’te 55 saatte yaklasik %2,5
salim gosterirken pH 7,4°te yaklasik %1,5 salim gostermektedir. Trabektedin, DTP-
NLC jel 6rneginden pH 5’te 55 saatte yaklasik %7 salim gosterirken pH 7,4’te
yaklagik %4 salim gostermektedir. Salim verileri incelendiginde DTP-NLC jel
formiilasyonundan ilaglarin salimi DTP-NLC &rnegine gore daha az salim yiizdesi

gostermektedir.

Ahmed ve arkadaglar ikili ilag igeren lipozom sentezi gergeklestirmis
ardindan bu formiilasyonu karbopol jele yiiklemisler ve ilaglarin salim profillerini
incelemiglerdir. Yaptiklar1 ¢alismada doksorubisin ve selekoksib iceren lipozom
yiikli jel formiilasyonu ilk saatlerde yaklasik %10 salim gosterirken, son saatlerde
sabit hale gelen bir salim profili ile %17’e ulagmistir. Yapilan bu calismanin
sonucunda da jel ile birlikte deri penetrasyonu artigi gozlenerek ilacin ge¢ ve yavas
salim gosterdigi goriilmektedir (Ahmed, et al., 2019). Rezk ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada da hidrojelden ilag salimi igin farkli pH degerlerinde testler
gerceklestirilmis ve asidik pH degerlerinde daha yiiksek salim oldugu goriilmiistiir.
Yapilan bu calismada fizyolojik pH olan 7,4’te salim ¢ok az seviyede gerceklesirken
timor dokunun asidik pH degerlerinde yiiksek salim gosterdigi de kaydedilmistir
(Rezk et al., 2019). Gupta ve arkadaslarinin yaptig1 bir diger ¢alismada ise karbopol
jelde farkli pH degerlerinde salim profillerini incelemisler ve asidik pH degerlerinde
daha yiiksek salim gergeklestirdigi gortilmiistiir. Bulunan tim calismalar karbopol
jelden ilag salimmnin daha yavas ve daha asidik pH kosullarinda yiiksek salim
gosterdigini desteklemektedir (Gupta and Vyas, 2010). Rasoulzadeh ve arkadaslari
doksorubisin iceren nanopartikiill formiilasyonu gelistirerek hidrojel igerisine
eklemislerdir. Elde ettikleri hidrojel formiilasyonun ila¢ salim sonuglarinda
doksorubisinin 6 saatte %7 salim gosterirken, 25 saatte %10’a ulastig1 goriilmektedir.
Yapilan bu calismada doksorubisin nanopartikiil iceren jel formiilasyonun diisiik
miktarda salim gosterdigi goriilmektedir (Rasoulzadeh and Namazi, 2017). Singh ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada karbopol jelden imidakloprid salim profilini
incelemislerdir. Elde edilen sonuglarda asidik pH’da ilk saatlerde %2 salim
goriiliirken ilerleyen saatlerde sabit hale gelerek %5’e ulastigi goriilmektedir (Singh

et al., 2022). Tez kapsaminda hedeflenen nanopartikiile yiikli ilacin kontrollii ve
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uzun streli salim gergeklestirmesidir. Karbopol 940 jel ile kaplanan
nanopartikiillerin etrafinda polimer aginin olmasinin sonucu olarak etken maddelerin
saliminin daha yavag oldugu tahmin edilmektedir. Bulunan ilag salim sonuglar
literatiirdeki  degerlere yakindir. Jel formiilasyonun ila¢ saliminin yavas
gerceklesmesinin uzun stireli etki imkani sunan tedaviye olanak saglayacagi

distiniilmektedir.

4.4, Biyouyumluluk Calismalari
4.4.1. Protein Baglama

DTP-NLC, DSPE-PEG-Tirozin bagli NLC (P-NLC) ve Dox ve Trb ikili ilact
ile DSPE-PEG-Tirozin konjugatini igermeyen bos nanoyapili lipid tasiyict (NLC)’ya

it protein baglama sonuglar1 Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. Farkli serum:nanotasiyici oranlarinda (v:v) protein baglanma yiizdeleri (%).

Protein baglanma (%)
10:90 20:80 40:60 60:40
NLC 12,24+1,54 20,8345,35 20,43+2,73 13,74+0,72
P-NLC 1,56+0,65 8,2313,47 9,15+1,54 9,72+0,11
DTP-NLC 5,51+2,08 12,93+2,65 11,77+4,21 13,19+0,94

Genel olarak bakildiginda NLC yapisina DSPE-PEG-Tirozin baglandiginda
bos NLC yapisina gore bagli protein yiizdesinin azaldig1 goriiliirken, yapilara
ilaglarin katilmasiyla protein baglanma yiizdesi bir miktar artis gostermistir. Fakat
yine de DSPE-PEG-Tirozin takili olmayan NLC grubuna baglanan protein
miktarindan yiliksek yiizdelere ulagilmamistir. Konjugatin PEG kolu sayesinde
protein baglanmay1 belli bir lgiiye kadar engelledigi diisiiniilebilir. Ilaglarin ise
hidrofobikligi artirdig1 i¢in protein baglanmasinda artisa sebebiyet verdigi
sOylenebilir. Caligilan tiim oranlar ve nanotastyicit gruplarmin protein baglanma

ylizdeleri en fazla ~21 civarlarindadir. Semete ve arkadaslar1 yaptig1 calismada PEG
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veya Pluronics F127 kaph poli(laktik-ko-glikolik asit) nanopartikiillerin belirtilen
serum: nanopartikiil oranlarinda protein baglanma yiizdelerini tez ¢alismamda elde
edilen degerlere olduk¢a yakin olarak bulmus ve bu degerlerin nanopartikiillerin
sistemik sirkiilasyon siiresini uzatacagini ifade etmislerdir (Semete et al., 2012b).
2015 yilindaki bir ¢aligmada ise bicalutamide yiiklii NLC 6rneginin serum proteinleri
ile diisiik oranda etkilestigi rapor edilmis, bu durumun nedenlerinden biri olarak da
serum proteinleri ve nanopartikiillerin negatif yiikiinden dolay1 birbirlerini itebilecegi
thtimali belirtilmistir. Ayrica bir diger mekanizma olarak serum proteinlerinin
hidrofobik ylizeylere baglanarak fagositik hiicrelerce alima sebep olabileceginden de
bahsedilmistir (Kudarha et al., 2015). Protein baglanma deney sonucuna gére DTP-
NLC yapisinin biyouyumlu oldugu, sirkiilasyonda kalabilecegi diisiiniilmektedir.

4.4.2. Hemoliz Testi

DTP-NLC, P-NLC ve NLC’ye ait hemoliz sonuglar1 Sekil 4.7°de verilmistir.

Negatif  Pozitif 0,05 0,1 0,25
kontrol ~ kontrol  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
DTP-  DTP-  DTP- = DTP-
- NLC | NLC NLC | NLC

gy
- "

% ' -

Sekil 4.7. Hemoliz deneyi sonu tiiplerdeki goriinti. Soldan saga sirasiyla negatif kontrol (PBS),
pozitif kontrol (Triton X-100), 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 mg/mL DTP-NLC tiipleri.
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Zhao ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklari ¢alismada paklitaksel yikli ultra-
small NLC sistemleri hazirlayarak 1-0,1 mg/mL konsantrasyon araliginda ¢alistiklar
hemoliz deneyinde en yiiksek konsantrasyonda dahi %2 ‘den az hemoliz
belirlemistir. Caligmalarinda ayrica hemolizin biyouyumluluk deneylerinde 6nemli
bir parametre oldugundan da bahsedilmistir (Zhao et al., 2018). 2015 yilinda
Kudarha ve arkadaslart Precirol ATOS5, oleik asit, Tween 80 ve soya lesitini
kullanarak hazirladiklart NLC yapilariin eritrositlerde herhangi bir deformasyona ve
hemolize neden olmadigimi gostererek bu durumun temel sebebinin NLC
orneklerinin negatif yiikii oldugunu ileri stirmiistiir. Nanotasiyici sistemin parenteral
kullanim igin giivenli oldugunu da bildirmistir (Kudarha et al., 2015). Kanwar ve
arkadaglar1 Sophorolipid, oleik asit ve Tween 80 kullanarak sentezledikleri NLC’leri
0,93-18,70 mg/mL araliginda hazirlayarak hemoliz testini ¢aligmis ve kabul
edilebilen smir limit olarak gosterilen %5 hemolizin en yiiksek konsantrasyon olan
18,70 mg/mL kullanildiginda bile asilmadigini ¢alismalarinda ifade etmislerdir. Bu
sebeple NLC sisteminin yiliksek oranda biyouyumlu oldugundan ve ila¢ tasima
sistemi i¢in uygun olabileceginden de ayrica bahsedilmistir (Kanwar et al., 2019).
Literatiir degerlendirmeleri géz Oniine alindiginda protein baglanma verileri de
diisiiniildiiglinde hazirlanan nanotasiyict sistemin biyouyumlu oldugu sonucuna

ulasilabilmektedir.

4.5. Stabilite Calismalari

Sekil 4.8’de 5°C, 25°C, 30°C ve 40°C’deki 1 ay bekletilen jel ornekleri, Sekil
4.9’da 5°C, 25°C, 30°C ve 40°C’deki 2 ay bekletilen jel o6rnekleri, Sekil 4.10°da 5°C,
25°C, 30°C ve 40°C’deki 3 ay bekletilen, Sekil 4.11’de 5°C, 25°C, 30°C ve
40°C’deki 6 ay bekletilen ve Sekil 4.12°de 5°C, 25°C ve 30°C bekletilen jel
orneklerine ait fotograflar verilmektedir. Sekil 4.8, 4.9, 4.10 ve 4.11 goriildiigii tizere
ozellikle 40°C’de bekletilen jel orneklerinde doksorubisinin renginden kaynakli

baskin turuncu-kirmizi rengin sicakliga bagli degistigi net bir sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.8. 1.ay 5°C, 25°C, 30°C ve 40°C’deki stabilite 6rnekleri.

dat=l

5°C 25°C 30°C 40°C

2.AY 2.AY 2.AY 2.AY

Sekil 4.9. 2.ay 5°C, 25°C, 30°C ve 40°C’deki stabilite drnekleri.

25°C o 30° c—40°c;
3 AY is AY

3.AY
N o

— -
1 -
2 S — -

Sekil 4.10. 3.ay 5°C, 25°C, 30°C ve 40°C’deki stabilite drnekleri.
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Sekil 4.11. 6.ay 5°C, 25°C, 30°C ve 40°C’deki stabilite rnekleri.

5°C | 25°C '30°C |
12.ay g12.ay |12.ay

Sekil 4.12. 12.ay 5°C, 25°C, 30°C ve 40°C’deki stabilite 6rnekleri.
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pH Testi

DTP-NLC jelin stabilite sonuglarina ait pH dgerleri Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. Jelin stabilitesine ait pH degerleri

0.an 6,01+ 0,05
5°C 5,99 £ 0,03
25°C 5,91 +0,04
l.ay
30°C 5,79+ 0,04
40°C 5,52 +0,02

5°C 5,98 £0,02

12.ay [25°C [5,26+0,01

30°C  [5,05+0,02
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DTP-NLC jel 6rnegine ait 0. an olan baslangi¢c an1 pH degeri 6,01°dir. 1.ay,
2.ay ve 3.ay sonunda 5°C ve 25°C’de belirli bir degisme olmazken 1.ay, 2.ay ve 3.ay
sonununda 30°C ve 40°C pH degerlerinde ¢ok az da olsa bir diisme oldugu
belirlenmistir. Siire ilerledik¢e 0.an degerine gore diisiis daha fazla yasanmustir. 12.
ay sonuglarina bakildiginda ise 5°C’de 0.an’a gére az miktarda diisiis yasanmustir.
Ancak diger stabilite ay verilerine paralellik gosterecek sekilde sicaklik artigiyla
birlikte pH degerinde diisiisler meydana gelmistir. 12.ay sonunda degerlerde
diismeler meydana gelse bile pH hala 5’in iizerindedir ve bu da cilt ile uyumlu olan

bir deger araligidir.

Dantas ve arkadaslarinin karbopol jel ile yaptiklari ¢alismada, stabilite deneyi
kapsaminda hazirladiklari jeli 12 giin boyunca 4°C’de bekletmislerdir (Dantas et al.,
2016). Bu siire sonunda pH degerinde ¢ok az da olsa bir diisiis meydana gelmistir.
Ancak bu diislise ragmen jelin %97 civarinda stabil kaldig1 belirlenmistir. Pavelic ve
arkadaglarinin lipozom yiiklii karbopol jel ile yaptiklar: stabilite calismasinda, jeli
20°C’de ve 40°C’de 4 hafta boyunca bekletmislerdir. 4.hafta sonunda pH degerinin
degismeden stabil kaldigi belirlenmistir (Paveli¢ et al., 2005). Elde edilen degerler
literatiirle uyumlu olup uzun siirelerde yiiksek 1silarda bekletilmesine ragmen 12. ay

sonunda cilt ile uyumlu bir pH sonucu 6l¢iilmiistiir.
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Viskozite Testi

DTP-NLC jelin stabilite sonuglarina ait viskozite degerleri Tablo 4.5°te

verilmistir.

Tablo 4.5. Jelin stabilitesine ait viskozite sonuglar1

0.an 13689 + 101,9

5°C 16114,33 £12,5

25°C 15529,67 11,9
l.ay

30°C 14605,67 + 5,1

40°C 10024,67 + 6,8
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5°C 12266,7 £ 251,7

12.ay |25°C |8800 +264,6

30°C |6666,7+251,7

1, 2 ve 3. aylarda viskozite degerleri 5°C’de yaklagik 16000 cp degerlerinde,
25°C’de 15000 cp degerlerinde iken ornegin viskozitesi 30°C’de 2.ay sonunda
yaklasik 14000 cp degerlerine, 3. ay sonunda ise 12400 cp degerine diistiigii
goriilmektedir. 40°C’de bekletilen jel formiilasyonun 1. ayda 10000 cp, 2. ayda 9700
cp ve 3. ayda 6500 cp degerlerine diistiigii goriilmektedir. Net bir sekilde 40°C’de
jelin bozuldugu viskozite degerlerinden goriilmektedir. 0.an Orneginin Olgiimleri
Haziran ayinda alinmis ve dolayisiyla laboratuvar kosullarinin yaklasik 30°C’de
oldugu diislintildiigli icin 0. an jel viskozite degeri 30°C’de goriilen viskozite
degerleri ile benzer ¢ikmaktadir. Bu sebeple 5°C ve 25°C’de 1. ve diger aylarda
Olciilen viskozite degerindeki artisin laboratuvar sicakligin diismesi kaynakli oldugu
diistinilmektedir. 12. ay viskozite sonuglarma bakildiginda ise diger aylarla
parallellik gosterecek sekilde diistiigli gozlemlenmistir. 5°C’de bekletilen 6rnek 0. an
ile kiyaslandiginda kii¢iikk bir diistis olsa bile 25 ve 30°C’de ciddi bir viskozite
diisiisi olmustur ve bu da bu sicaklik degerlerinde jelin stabilitesinin bozuldugunu

net bir sekilde gostermektedir.

Bonesi ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada 45°C’de bekletilen karbopol 940
jelin viskozite degerinin 8°C’de bekletilen karbopol jele gore yaklasik olarak %30
distiigii goézlemlenmistir. Ayrica bu c¢alismada soguk kosullarda (8°C) bulunan
karbopol jelin viskozite degerinin oda sicakliginda bulunan karbopol jele gore %1,5
daha yiiksek bir degere sahip oldugu goriilmiistiir (Bonesi et al., 2011). Chawla ve
Saraf tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢aligmada kat1 lipid nanopartikiil iceren
karbopol jel hazirlanmistir. Jeli farkli sicaklik kosullarinda hazirlamalari durumunda
viskozite degerindeki degisimleri incelemis ve sicak kosullarda hazirlanan jelin daha
diisiik viskozite degerine sahip oldugu sonucuna varmislardir (Chawla and Saraf,
2012). Tanna ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ise karbopol jeli 20°C ve 37°C’de

bekletmistir. Bunun sonucunda 37°C’de daha diistik bir viskozite degeri elde
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etmislerdir (Tanna et al., 2010). Bu ¢alismalar sicaklik yiikseldiginde karbopol jelin
viskozite  degerinin  dustiigiinii  dogrulamakta ve g¢alisma  sonucumuzu
desteklemektedir. Bu ¢alismalar goziiniinde bulunduruldugunda DTP-NLC yiikli
jelin viskozite degerinin 1. ve 2.ayda her sicaklikta bozulmadan kalabildigi 3.ayda 40
°C’de bozulmalar basladigi goriilmektedir. 12 ay boyunca 5 °C’de viskozite
degerinde ciddi bir degisme olmadigi ve viskozite agisindan stabil kaldig

sOylenebilmektedir.

Hidrodinamik Boyut ve PDI

DTP-NLC jelin stabilite sonuglarma ait hidrodinamik boyut ve Polidispersite

indeksi degerleri Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. Jelin stabilitesine ait hidrodinamik boyut ve PDI degerleri

Hidrodinamik

Boyut (nm) #lL
0.an 149,83 £20,58 |0,474 +£0,02
5°C 167 £ 25,16 0,677 £ 0,08
25°C 160,3 + 3,30 0,9+0,03
l.ay
30°C 190,7 £ 0,75 0,92 +0,22
40°C 213,1 £79,45 0,88 0,30
5°C 160,5 + 65,68 0,689 + 0,01
25°C 159,1+ 37,49 0,856 + 0,20
2.ay

30°C 225,3 £45,99 0,986 + 0,09

40°C 238,0 £ 3,04 0,818 £0,14
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5°C 148,7 + 20,40 0,638 £ 0,64

25°C 164,6 £ 47,80 0,97 £ 0,08

3.ay
30°C 210,2+0,10 0,97+0,18

40°C 257,9 £0,62 0,822 £ 0,52

5°C 147,3 £ 12,35 1,06 £ 0,05

12.ay [25°C |200,5+ 62,15 0,99 £ 0,31

30°C  (389,2+199,24 10,91 +0,01

DTP-NLC jelin baslangi¢ degeri olan 0.an degerinde hidrodinamik boyut
149,83 nm’dir. 1. ayin sonunda 5°C, 25°C, 30°C ve 40°C’de bekletilen 6rneklerde
sicaklik arttikca hidrodinamik boyutun arttig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte 2., 3. ve
6. ay sonuglaria bakildiginda yine sicaklik arttikca boyutta artis olmus ve 1. ay
sonuclari ile benzer degerler elde edilmistir. PDI degerlerinin de benzer olarak
sicaklik ve siire artist ile arttigi belirlenmistir, bir baska deyisle yapida
heterojenitenin mevcut olabildigi diigiiniilmiistiir. 12. ay sonuglarina bakildiginda ise
yine sicaklik arttikca boyutta artislar meydana gelmistir. PDI degerleri ise her
sicaklikta birbirine yakinlik gostermektedir ve diger ay sonuglartyla kiyaslandiginda
ciddi bir artis vardir. Buradan 12.aya yaklastik¢a jelin yapisinda agregatlagsmalar

olustugu ve homojen yapisinin bozuldugu sonucu ¢ikmaktadir.
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Pavelic ve arkadaglarinin lipozom yiiklii karbopol jel ile yaptiklar stabilite
calismasinda, jeli 20°C ve 40°C’de 4 hafta boyunca bekletmislerdir. 4.hafta sonunda
20°C’de bekletilen jelin hidrodinamik boyutlar1 0O.an ile kiyaslandiginda 920
civarinda bir artis oldugu belirlenmistir. Yine 4. hafta sonunda 40°C’de bekletilen
jelin hidrodinamik boyutlar1 0.an ile kiyaslandiginda %33 civarinda bir artis oldugu
goriilmiistiir. Bu boyut artisina ragmen jelin stabil kaldigi sonucuna varilmigtir
(Paveli¢ et al., 2005). Peng ve arkadaslarmin 2014 yilinda nanopartikiil yiikli
hidrojeller ile yaptiklar1 stabilite c¢alismasi sonucunda 4°C’de 4 hafta boyunca
hidrodinamik boyut ve polidispersite indeksinde degisme olmadan stabil kaldig:
belirlenmistir (Peng et al., 2014). Khurana ve arkadaslari yaptiklar1 calismada
karbopol NLC jelin 0.anda 210 nm olan boyutu 25°C’de 3.aymn sonunda 414 nm,
40°C’de 3.ayn sonunda 762 nm olarak goriilmektedir. Sicakligin artis1 ile kinetik
enerjinin artmasi sonucunda nanopartikiiller bir araya gelerek agregatlasma egilimi
gosterdigi ve bu da boyutta artisa neden oldugu agiklanmaktadir (Khurana et al.,
2015). Ayrica yiiksek sicakliklarda zaman iginde NLC yapisinda kullanilan kati
lipidin lipid doniisiimii ile yapidaki ilaglarin atilmasina da sebep olabilecegi ve bu
nedenle yiiksek diizeyde diizenli bir lipid yapisinin olusumuna yol agarak boyutta
artisin  gerceklesece8i disiiniilmektedir. Bu agregatlasmanin sonucunda PDI
degerinde ise artis yasandigi da goriilmektedir. Literatiir bilgilerine uygun olarak
calismamizda 12.aya kadar 5°C bekletilen formiilasyonun hidrodinamik boyutlari
hemen hemen degismezken sicaklik artist ile (30°C ve 40 °C’de) boyut artisi
goriilmiistiir. Bunun yanisira 12.ayda PDI degerinde ciddi bir artis olmustur ve
formiilasyon heterojen Ozellik gostermeye baslamistir. Bu  sebeple  jel

formiilasyonunun boyut ve PDI agisindan ilk 6 ay stabil kaldig1 diigiiniilmektedir.
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Zeta Potansivel

DTP-NLC jelin stabilite sonuglarina ait zeta potansiyel degerleri Tablo 4.7°de
verilmistir.

Tablo 4.7. Jelin stabilitesine ait zeta potansiyel degerleri

Zeta Potansiyel
(mV)

0.an -34,52+13,16

5°C -30,37 + 1,64
25°C | -26,76 £1,43

l.ay
30°C | -21,75 + 1,06

40°C | -18,96 £ 0,88

5°C | -24,37+4,57
12ay | 25°C | -22,15+£3,46
30°C | -14,97 £4,55

DTP-NLC jelin baglangi¢ degeri olan 0.an degerinde zeta potansiyel degeri -
34,52 mV’tur. 1, 2, 3 ve 6. ay sonucunda 5°C, 25°C, 30°C ve 40 °C’de bekletilen jel

orneklerinin sicaklik arttik¢a zeta potansiyel degerinin mutlak degerinin azaldigi, bir
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baska deyisle pozitif degere yaklastigi goriilmistir. 5°C’de bekletilen jel
formiilasyonun 1., 2., 3. ve 6. ay sonuglar1 0. an ile kiyaslandiginda 6nemsenmeyecek
degisimler oldugu sonucuna varilmistir. 3. ve 6. ay sonunda zeta potansiyel degerleri
sirastyla -28,60 ve —23,80 mV olarak oldukca yiiksek bir degerde kaldigi tespit
edilmistir. Buna karsilik 40°C’de ise 1. ay sonunda bile zeta potansiyel degeri -18,96
mV degerine diismiistiir. 12. Ay sonuglarina bakildiginda ise diger aylarla benzer
sekilde hem sicaklik artisiyla hem de zaman gegmesiyle birlikte potansiyel degerinin
pozitif degere yaklastig1 goriilmektedir Zeta potansiyel degerlerinin pH sonuglar ile
de uyumlu oldugu goriilmektedir. Zeta potansiyel degerinin mutlak deger olarak
azalmasi, yani pozitif degere yaklasmasi pH degerlerinin biraz daha asidik verilere
ulagmasi ile paralellik gostermektedir. Ayrica PDI deger artis1 ve boyut artisi ile de
birbirini  dogrulamaktadir. Zeta potansiyelin mutlak degerinin azalmasiyla
nanopartikiillerin birbirini itme kuvvetleri azalarak biraraya gelme egilimi gosterdigi

biinmektedir.

Literatiir bulgularinda da zeta potansiyel degerlerindeki degisim c¢alisma
sonuglartyla benzerlik tasimaktadir. Nagaich ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada
NLC karbopol jeli 20°C’de 6 ay bekletmislerdir. 0.anda -32 mV olan zeta potansiyel
degeri 6.ayin sonunda -19,5 mV olarak pozitif defere yaklastigi goriilmiistiir.
Zamanla NLC jelin ila¢ igeriginin bozulmas: ile potansiyel degerindeki mutlak
degerin azaliginin bizim ¢alismamizda da oldugu tahmin edilmektedir (Nagaich and
Gulati, 2016). Khurana ve arkadaglari yaptiklar1 ¢alismada karbopol NLC jelin
0.anda -27 mV olan zeta potansiyel degerinin 25°C’de 3.ayda -19 mV, 40°C’de
3.ayda -14 mV degerine gelerek pozitif degere yaklastigi gézlenmistir (Khurana et
al., 2015). Calismada yiiksek sicakliklarda zaman i¢inde NLC’de kullanilan kati
lipidin lipid doniisimii ile yapidaki ilaglarin atilmasina sebep olabilecegi ve ilaglarin
bu sicakliklarda bozundugu diisiiniilmektedir ve bunun sonucunda zeta potansiyel

degerinin pozitif degere yaklastig1 ifade edilmektedir.
Etken Madde

DTP-NLC jelin stabilitesine ait doksorubisin ve trabektedin etken

maddelerinin % kayiplar1 Tablo 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.8. Jelin stabilitesine ait etken madde miktar:

DOX TRB
5°C | 1,32+1,43 0,81 + 0,03
25°C | 2,92+081 | 1848+0,14
lay | 30°c |12,17+1,09 | 23,99+0,09
40°C | 44,8+0,06 | 32,49+0,24

5°C | 6,77+0,20 | 3,48+0,13
25°C  [21,09+0,11 | 33,61+0,01
- 30°C |29,21+0,24 | 35,01 +0,25
40°C [59,16+0,36 | 63,33+0,01
5°C | 7,68+2.85 | 5,02+0,26
6ay 25°C (33,28 +5,00 | 27,75+0,87
30°C |44,82+6,23 | 45,08+0,76
40°C  [58,36+0,60 | 68,65+ 0,48
5°C [8,35+0,10 [45,96+0,35
12.ay | 25°C [50,68+0,04 |64,58+0,03
30°C [46,48 £0,02 |60,44 + 0,06

Jel formiilasyonunun 0.an etken madde igerigi %100 kabul edilerek kayip
degerleri hesaplanmis ve degerler yukaridaki tabloda sunulmustur. 1.ay sonunda
5°C’de DOX kaybt %1,32 iken 40°C’de %44,8’dir. 2. ve 3.ay sonunda 5°C’de
Oonemsiz miktarda artarken 6.ay sonunda da %7,68 oraniyla diisiik diizeyde bir kayip
gerceklesmistir. 40°C’de ise 2, 3 ve 6. ay sonunda kayip miktar1 giderek artmis ve
%60’a yakin degerinde kayip meydana gelmistir. 1.ay sonunda 5°C’de Trb kaybi
%0,81 iken 40°C’de %32,49°dur. 2. ve 3.ay sonunda ¢ok az miktarda kayip
gozlenirken 6.ay sonunda %35,02 degeriyle 6nemsiz bir kayip gerceklemistir. 40 °C

ise giderek artis gostermis ve 6.ay sonunda ise %70’e yakin degerinde kayip
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yasanmustir. 12. ay sonuglarina bakildiginda ise Dox’ta 5°C’de %38,35 kayip olurken
30°C’de %46,48 kayip meydana gelmistir. Trb agisindan baktigimizda ise 5°C’de
%45,96 degerinde kayip olurken 30°C’de %60,44 tiir.

Cutts ve arkadaslarmin 2005 yilinda yaptiklart ¢alismada doksorubisinin
37°C’de 40 saat stabil kaldig1 daha sonra yapida bozulmalar meydana geldigi
sonucuna vartlmistir (Cutts et al., 2005). Gupta ve arkadaslarinin 1988 yilinda
doksorubisinin stabilitesi ilizerine yaptiklar1 calismada ilacin oda sicakliginda 24
saate kadar stabil kaldig1 belirlenmistir (Gupta and Vyas, 2010). 20°C-70°C arasinda
bekletilen ilacin stabilitesinin kisa siireli oldugu ve bozulmaya ugradigi sonucuna
varilmistir. Ilacin en uygun saklama kosulunun 4°C ve daha diisiik sicakliklar oldugu
belirtilmistir. Trabektedinin nanotasiyict formuna dair literatiir bilgileri ¢ok kisith
olmakla birlikte serbest formunun oldukca non-stabil oldugu ifade edilmektedir.
Gregorio ve arkadaslarinin 2020 yilinda trabektedin iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada
trabektedinin serbest formunun -30°C’de 3 ay boyunca %15’lik bir kayip olmakla
birlikte stabil kaldig1, 4°C ve 25 °C’de ise ¢ok daha kisa siirede bozulmalar meydana
geldigi sonucuna varilmistir (Di Gregorio et al., 2020). Aynmi sekilde Ceriani ve
arkadaslarinin elde ettikleri sonuca gore trabektedinin -20°C’de %15°lik bir kayipla 1
ay boyunca stabil kaldigi 4°C ve 25 °C’de ise daha kisa siire stabil kaldigi
belirtilmistir (Ceriani et al., 2015).

Tiim stabilite caligmalar1 sonucunda jelin 6 ay boyunca 5 °C’de stabil kaldigi,
hem yapisin1 hem de ilag¢ icerigini korudugu belirlenmistir. Ancak 12. ay sonuglarina
bakildiginda boyut, PDI, zeta potansiyel degerlerinden yapinin bozuldugu net bir
sekilde anlagilmaktadir. Etken madde tayini sonucunda ise Dox’un yaklasik %9’nun
ancak Trb’nin yarisina yakin degerinin bozuldugu belirlenmistir. Bu degerler goz
ontine alindiginda DTP-NLC jel i¢in en iyi saklama kosulunun 5°C’de 6 ay oldugu

distiniilmektedir.
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5.SONUCLAR

Melanoma kanser tiirleri arasinda oldiiriiciiligii ¢cok yiliksek olan bir cilt
kanseri tiiriidiir. Oldiiriiciiliigii giinden giine artmakta ve varolan tedavilerde
yetersizlikler bulunmaktadir (Domingues et al., 2018). Ilaglarin nanotasiyicilarla
tasinmas1 kanserli dokularda daha diisiik dozla yiiksek terapotik etki gdstermesini
saglamaktadir. Boylece ilaglar saglikli dokulara minumum diizeyde etki eder ve olasi
yan etkiler olduk¢a az goriilir (Ding and Li, 2017). Nanoyapili lipid tastyicilar son
donemlerde 6n plana ¢ikan, yiiksek ila¢ kapsiilleme 6zelligi olan ve oldukca
biyouyumlu nanotastyicilardir (Haider et al., 2020). Hidrofobik 6zellige sahip olan
doksorubisin ve lipofilik 6zellige sahip olan trabektedin NLC’lerin yapisindaki lipid
molekiilleriyle kolaylikla etkilesime girer ve bdylece enkapsiilasyon verimi artar.
Melanoma tedavisinde transdermal uygulamalar, hedef bdlgeye dogrudan uygulama
avantaj1 sagladig1 i¢in 6n plana ¢ikmaktadir. Cilt tabakalarindan biri olan stratum
corneum tabakasi gii¢lii bir cilt bariyeridir. NLC’ler karbopol jellerle modifiye
edildigi zaman cilt penetrasymunu iyilesitirmekte ve ilaglarin SC tabakasindan

gecisini kolaylagtirmaktadir (Imran et al., 2020).

Tez kapsaminda doksorubisin ve trabektedinin olasi yan etkilerini en aza
indirmek ve terapdtik etkisini arttirmak i¢in konjugat ile melanomaya hedefli hale
getirilmis NLC’lere yiiklenmis sekliyle kullanilmistir (DTP-NLC). Melanoma
tedavisinde kullanim kolaylig1 saglamasi i¢in DTP-NLC’ler karbopol 940 ile birlikte
jel formiilasyonuna doniistiiriilmiistiir. ila¢ salim ¢aligmalarmin  sonuglarina
bakildiginda, kanser bolgesinin asidik pH’ina uygun olarak pH 5°te daha yiiksek
salim goriilmiistiir. Dox ve Trb’nin serbest ilag ¢ozeltisi yaklasik 3 saatte ilaglarin
tamamina yakinmin salimmi gerceklestirirken nanopartikiillere yiiklii halinin
55.saatin sonunda bile az bir kismi1 salinmis ve DTP-NLC’de yavas, uzun ve
kontrollii bir salim gergeklestigi sonucuna varilmistir. Jele yiikli Dox ve Trb
nanopartikiile yiikli haliyle kiyaslandiginda ise jel formiilasyonundan Dox ve
Trb’nin 55.saatin sonunda bile her iki ilag i¢in her iki pH degerinde de %7’sinden
daha az bir salim olmustur. Bdylece jelin, cilt tabakasina yapisarak uzun siirede ve

kontrollii bir sekilde tedaviye olanak sagladigi sonucuna varilmistir. Biyouyumluluk
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caligmalar1 kapsaminda protein baglama ve hemoliz deneyleri yapilmis ve her iki
calisma sonucunda da DTP-NLC’nin biyouyumlu oldugu belirlenmistir. Formiile
edilen jele yapilan karakterizasyon sonucunda pH 6,01 £ 0,05, viskozite 13689 +
101,89 cp, hidrodinamik boyut 149,60+ 20,93 nm, PDI 0,474 + 0,02 ve zeta
potansiyel degeri -34,52 + 13,16 mV olarak bulunmustur. Bu degerler cilt ile
uyumlu, ilaclarin cilt bariyerlerinden gecisini kolaylagtiran ve ciltte uzun siire
tedaviye olanak saglayan degerler oldugu sonucuna varilmistir. Jelin saklama
Omriiniin belirlenmesi igin, jel 5, 25, 30 ve 40 °C’de 6 ay 5, 25 ve 30 °C’de 12 ay
bekletilmistir. En iyi saklama kosulunun 5 °C olduguna ve 6 ay stabil kaldigina karar

verilmigtir.
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6.ONERILER

Melanoma giin gectikge artis gostermeye devam eden malign bir tiimordiir ve
oldiriiciiligii ¢ok yiiksektir. Mevcut yontemlerle 5 yillik bir sagkalim profili
cizmekle birlikte uzak metastaz ile birlikte bu say1 olduga diismektedir (Johansen et
al., 2020). Doksorubisin ve Trabektedin farkli kanserlerin tedavisinde kullanilan anti
kanser ilaglardir. iki ilacin kombine halde kullanimiyla birlikte terapétik etkilerinin
oldukga arttig1 bilinmektedir (Incalci and Galmarini, 2010). Hedefe yonelik tedavi ile
ilaglarin etkisinin artmasi ve olasi yan etkilerinin en aza inmesi hedeflenmistir. Bu
ama¢ dogrultusunda, hedef bolgeye direkt uygulanan transdermal tedaviler 6n plana
cikarilmis ve topikal kullanim i¢in jel formiilasyonu gelistirilmistir. Gelistirilen jele
cok cesitli karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmig ve optimum kosullar belirlenmistir.
Sonuglar literatiir ile kiyaslanmis ve jelin cilt ile uyumlu, tedavi ediciligi yiiksek
olduguna karar verilmistir. Sistemin salim profili incelendiginde, kontrollii salim
yaptigi ve asidik pH’da fizyolojik pH’a gore daha hizli salim gergeklestirdigi

goriilmiistiir. Biyouyumlu olduguna ve 6 ay 5 °C’de stabil kaldig1 belirlenmistir.

Tez kapsaminda sadece bu sonuclar verilmis olsa da 219S788 numarali
TUBITAK 1001 projesi kapsaminda in vitro ve in vivo galismalar1 yapilmistir. Tiim
caligmalar sonucunda hazirlanan jelin melanoma tedavisine hedefli, metastazi
onleme ve tedavi etmede c¢ok iyi performans gosterdigi belirlenmistir. Bir sonraki
adim olarak faz caligmalarinin tamamlanip yiiksek oOlgekli {iretime gegilmesi

oOnerilmektedir.



64

KAYNAKLAR DiZiNi

A-sasutjarit, R., Sirivat, A., & Vayumhasuwan, P., 2005, Viscoelastic Properties
of Carbopol 940 Gels and Their Relationships to Piroxicam Diffusion
Coefficients in Gel Bases. 22(12), 2134-2140 pp

Abdolahpour, S., Mahdieh, N., Jamali, Z., Akbarzadeh, A., Toliyat, T., &
Paknejad, M., 2017, Development of Doxorubicin-Loaded Nanostructured
Lipid Carriers: Preparation, Characterization, and In Vitro Evaluation on MCF-
7 Cell Line. BioNanoScience, 7(1), 32-39pp.

Ahmed, K. S., Hussein, S. A., Ali, A. H., Korma, S. A,, Lipeng, Q., Jinghua, C.,
Ahmed, K. S., Hussein, S. A, Ali, A. H., & Korma, S. A,, 2019, Liposome :
composition , characterisation , preparation , and recent innovation in clinical

applications. Journal of Drug Targeting, 27(7), 742—-761pp.

Ahmed, K. S., Shan, X., Mao, J., Qiu, L., & Chen, J., 2019, Derma roller®
microneedles-mediated transdermal delivery of doxorubicin and celecoxib co-
loaded liposomes for enhancing the anticancer effect. Materials Science and
Engineering C, 99(11), 1448-1458pp.

Ankita, K., Asha, D., & Baquee, A. A., 2020, Formulation and Evaluation of
Transdermal Topical Gel of Ibuprofen. Journal of Drug Delivery and
Therapeutics, 10(2), 20—-25pp.

Ataide, A, Silveira, E., Tambourgi, E. B., Jozala, A. F., Maria, E., & Souto, B.,
2019, Modified-release topical hydrogels : a ten-year review. 10963-10983pp.

Bay, L., Alkorta, I., & Arana, L., 2019, Application of Solid Lipid Nanoparticles to
Improve the Efficiency of Anticancer Drugs.

Beloqui, A., Solinis, M. A., Rodriguez-gascon, A., Almeida, A. J., & Préat, V.
(2016). Nanostructured lipid carriers: Promising drug delivery systems for
future clinics. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 12(1),
143-161pp.



65

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Bernabeu, E., Moretton, M. A., & Chiappetta, D. A., 2016, Doxorubicin :

nanotechnological overviews from bench to bedside

Betti, R., Agape, E., Vergani, R., Moneghini, L., & Cerri, A. (2016). An
observational study regarding the rate of growth in vertical and radial growth
phase superficial spreading melanomas. Oncology Letters, 12(3), 2099-2102
Pp.

Bonesi, C. de M., Ulian, L. S., Balem, P., & Angeli, V. W., 2011, Carbamide
peroxide gel stability under different temperature conditions: Is manipulated
formulation an option? Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 47(4),
719-724pp.

Bradford, M. M., 1976, A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation
Microgram Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding.
254, 248-254pp.

Cacicedo, M. L., Islan, G. A., Leén, L. E., Alvarez, V. A., Chourpa, 1., Allard-
Vannier, E., Garcia-Aranda, N., Diaz-Riascos, Z. V., Fernandez, Y.,
Schwartz, S., Abasolo, I., & Castro, G. R., 2018, Bacterial cellulose hydrogel
loaded with lipid nanoparticles for localized cancer treatment. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 170(3), 596-608pp.

Cagel, M., Bernabeu, E., Moretton, M. A., & Chiappetta, D. A., 2017,

Doxorubicin : nanotechnological overviews from bench to bedside. 22(2)pp.

Cao, W.,, Chen, H. Da, Yu, Y. W, Li, N,, & Chen, W. Q., 2021, Changing profiles
of cancer burden worldwide and in China: a secondary analysis of the global
cancer statistics 2020. Chinese Medical Journal, 134(7), 783-791pp.

Ceriani, L., Ferrari, M., Zangarini, M., Licandro, S. A., Bello, E., Frapolli, R.,
Falcetta, F., D’Incalci, M., Libener, R., Grosso, F., Aviles, P., & Zucchetti,
M., 2015, HPLC-MS/MS method to measure trabectedin in tumors: Preliminary
PK study in a mesothelioma xenograft model. Bioanalysis, 7(15), 1831-1842pp.



66

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Chamundeeswari, M., Jeslin, J., & Verma, M. L., 2019, Nanocarriers for drug

delivery applications. Environmental Chemistry Letters, 17(2), 849-865pp.

Chawla, V., & Saraf, S. A., 2012, Rheological studies on solid lipid nanoparticle
based carbopol gels of aceclofenac. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 92,
293-298pp.

Chuk, M. K., Balis, F. M., & Fox, E., 2009, Trabectedin. The Oncologist, 14(8),
794-799pp.

Clapp, R, E, G. H., & S., M. J., 2006, Environmental and Occupational Causes of
Cancer Re-visited. Journal of Public Health Policy 61-76pp.

Cole, A. J., David, A. E., Wang, J., Galban, C. J., Hill, H. L., & Yang, V. C.,
2011, Biomaterials Polyethylene glycol modi fi ed , cross-linked starch-coated
iron oxide nanoparticles for enhanced magnetic tumor targeting. Biomaterials,
32(8), 2183-2193pp.

Craythorne, E., & Al-Niami, F., 2017, Skin cancer. Medicine (United Kingdom),
45(7), 431-434pp.

Cullen, J. K., Simmons, J. L., Parsons, P. G., & Boyle, G. M., 2020, Topical
treatments for skin cancer. Advanced Drug Delivery Reviews, 153, 54—-64pp.

Cutts, S. M., Nudelman, A., Rephaeli, A., & Phillips, D. R. (2005). The power and
potential of doxorubicin-DNA adducts. IUBMB Life, 57(2), 73-81pp.

Dantas, M. G. B., Reis, S. A. G. B., Damasceno, C. M. D., Rolim, L. A., Rolim-
Neto, P. J., Carvalho, F. O., Quintans-Junior, L. J., & Da Silva Almeida, J.
R. G., 2016, Development and Evaluation of Stability of a Gel Formulation
Containing the Monoterpene Borneol. Scientific World Journal, 2016pp.

Das, B., Nayak, A. K., & Nanda, U. (2013). International Journal of Biological
Macromolecules Topical gels of lidocaine HCI using cashew gum and Carbopol
940 : Preparation and in vitro skin permeation. International Journal of

Biological Macromolecules, 62, 514-517pp.



67

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)
Davies, E. J., 2021, Melanoma. 46-52pp.

Davis, L. E., Shalin, S. C., & Tackett, A. J., 2019, Current state of melanoma
diagnosis and treatment. Cancer Biology and Therapy, 20(11), 1366-1379pp.

Dessinioti, C., Geller, A. C., Stergiopoulou, A., Swetter, S. M., Baltas, E., Mayer,
J. E., Johnson, T. M., Talaganis, J., Trakatelli, M., Tsoutsos, D.,
Tsourouflis, G., & Stratigos, A. J. (2018). Association of skin examination
behaviors and thinner nodular vs superficial spreading melanoma at diagnosis.
JAMA Dermatology, 154(5), 544-553pp.

DeWane, M. E., Kelsey, A., Oliviero, M., Rabinovitz, H., & Grant-Kels, J. M.,
2019, Melanoma on chronically sun-damaged skin: Lentigo maligna and
desmoplastic melanoma. Journal of the American Academy of Dermatology,
81(3), 823-833pp.

Di Gregorio, E., Miolo, G., Steffan, A., & Corona, G. (2020). Novel method for
fast trabectedin quantification using hydrophilic interaction liquid
chromatography and tandem mass spectrometry for human pharmacokinetic

studies. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 185, 113261pp.

Ding, C., & Li, Z. (2017). A review of drug release mechanisms from nanocarrier
systems. Materials Science and Engineering C, 76, 1440-1453pp.

Domingues, B., Lopes, J., Soares, P., & Populo, H., 2018, Melanoma treatment in

review. ImmunoTargets and Therapy, Volume 7, 35—49pp.

Duan, Y., Dhar, A., Patel, C., Khimani, M., & Neogi, S., 2020, A brief review on
solid lipid nanoparticles : part and. 26777-26791pp.

Dubois, E. A., & Cohen, A. F., 2009, New Drug Mechanisms. 320-321pp.

Eid, A. M., Elmarzugi, N. A., & El-enshasy, H. A. (2013). Development of
Avocado oil Nanoemulsion Hydrogel using Sucrose Ester Stearate. 3(12), 145-
147pp.



68

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Elder, D. E., Bastian, B. C., Cree, I. A., Massi, D., & Scolyer, R. A., 2020, The
2018 World Health Organization classification of cutaneous, mucosal, and uveal
melanoma detailed analysis of 9 distinct subtypes defined by their evolutionary

pathway. Archives of Pathology and Laboratory Medicine, 144(4), 500-522pp.

Fatima, N., Rehman, S., Nabi, B., Baboota, S., & Ali, J., 2019, Harnessing
nanotechnology for enhanced topical delivery of clindamycin phosphate.

Journal of Drug Delivery Science and Technology, 54(5), 101253pp.

Fernandes, R. S., Silva, J. O., Mussi, S. V., Lopes, S. C. A, Leite, E. A., Cassali,
G. D., Cardoso, V. N., Townsend, D. M., Colletti, P. M., Ferreira, L. A. M.,
Rubello, D., & de Barros, A. L. B., 2018, Nanostructured Lipid Carrier Co-
loaded with Doxorubicin and Docosahexaenoic Acid as a Theranostic Agent:
Evaluation of Biodistribution and Antitumor Activity in Experimental Model.
Molecular Imaging and Biology, 20(3), 437—447pp.

Fetih, G. N. (2010). Formulation And Characterization Of Gelucire. 33(12), 217—
224pp.

Green, A. C,, Viros, A., Hughes, M. C. B., Gaudy-Marqueste, C., Akhras, V.,
Cook, M. G., & Marais, R. (2018). Nodular melanoma: A histopathologic
entity? Acta Dermato-Venereologica, 98(4), 460-462pp.

Griffin, All Bafra & C, Jtl (2016). Non-melanoma skin cancer. 16(1), 62—65pp.
Guleri, K. T., & Preet, K. L. (2013). Research Article. 3(6), 51-53pp.

Gupta, S., & Vyas, S. P. (2010). Carbopol/chitosan based pH triggered in situ
gelling system for ocular delivery of timolol maleate. Scientia Pharmaceutica,
78(4), 959-976pp.

Haider, M., Abdin, S. M., Kamal, L., & Orive, G., 2020, Nanostructured Lipid

Carriers for Delivery of Chemotherapeutics : A Review.



69

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Han, F., Yin, R., Che, X., Yuan, J., Cui, Y., Yin, H., & Li, S. (2012).
Nanostructured lipid carriers ( NLC ) based topical gel of flurbiprofen : Design ,
characterization and in vivo evaluation. International Journal of Pharmaceutics,
439(1-2), 349-357pp.

Heenatigala Palliyage, G., Singh, S., Ashby, C. R., Tiwari, A. K., & Chauhan,
H., 2019, Pharmaceutical Topical Delivery of Poorly Soluble Polyphenols:
Potential Role in Prevention and Treatment of Melanoma. AAPS
PharmSciTech, 20(6).

Imran, M., Iqubal, M. K., Imtiyaz, K., Saleem, S., Mittal, S., Rizvi, M. M. A,
Ali, J., & Baboota, S., 2020, Topical nanostructured lipid carrier gel of
quercetin and resveratrol: Formulation, optimization, in vitro and ex vivo study
for the treatment of skin cancer. International Journal of Pharmaceutics, 587(3),
119705pp.

Imran, M., Kashif, M., Imtiyaz, K., & Saleem, S., 2020, Topical nanostructured
lipid carrier gel of quercetin and resveratrol : Formulation , optimization , in
vitro and ex vivo study for the treatment of skin cancer. International Journal of
Pharmaceutics, 587(3), 119705pp.

Incalci, M. D., & Galmarini, C. M., 2010, A Review of Trabectedin ( ET-743): A
Unique Mechanism of Action. 2157-2163pp.

Jager, M. J., Shields, C. L., Cebulla, C. M., Abdel-Rahman, M. H,
Grossniklaus, H. E., Stern, M. H., Carvajal, R. D., Belfort, R. N., Jia, R.,
Shields, J. A, & Damato, B. E. (2020). Uveal melanoma. Nature Reviews
Disease Primers, 6(1), 18-20pp.

Johansen, T. H., Fabelo, H., & Godtliebsen, F. (2020). Recent advances in
hyperspectral imaging for melanoma detection. March 2019, 1-17pp.

Journal, A. I., Zhang, H., Wang, Q., Liu, T., Zhang, Y., Qian, A., & Xia, Q.
(2017). Development and characterization of alpha-lipoic acid-loaded

nanostructured lipid carrier hydrogel. 4587pp.



70

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Kanwar, R., Gradzielski, M., Prevost, S., Appavou, M. S., & Mehta, S. K., 2019,
Experimental validation of biocompatible nanostructured lipid carriers of
sophorolipid: Optimization, characterization and in-vitro evaluation. Colloids
and Surfaces B: Biointerfaces, 181(6), 845-855pp.

Kawakami, A., & Fisher, D. E., 2017, The master role of microphthalmia-
associated transcription factor in melanocyte and melanoma biology. Laboratory
Investigation, 97(6), 649-656pp.

Khan, M. A,, Pandit, J., Sultana, Y., Sultana, S., Ali, A., Aqil, M., Chauhan, M.,
Khan, M. A., Pandit, J., Sultana, Y., Sultana, S., Ali, A., & Aqil, M., 2015,
Novel carbopol-based transfersomal gel of 5- fluorouracil for skin cancer
treatment : in vitro characterization and in vivo study Novel carbopol-based
transfersomal gel of 5-fluorouracil for skin cancer treatment: in vitro

characterization and in vivo st. 7544pp.

Khosa, A., Reddi, S., & Saha, R. N., 2018, Biomedicine & Pharmacotherapy
Nanostructured lipid carriers for site-speci fi ¢ drug delivery. Biomedicine &
Pharmacotherapy, 103(February), 598-613pp.

Khurana, S., Jain, N. K., & Bedi, P. M. S. (2013). Development and
characterization of a novel controlled release drug delivery system based on
nanostructured lipid carriers gel for meloxicam. Life Sciences, 93(21), 763—
772pp.

Khurana, S., Jain, N. K., & Bedi, P. M. S. (2015). Nanostructured lipid carriers
based nanogel for meloxicam delivery: Mechanistic, in-vivo and stability
evaluation. Drug Development and Industrial Pharmacy, 41(8), 1368—-1375pp.

Kudarha, R., Dhas, N. L., Pandey, A., Belgamwar, V. S., & Ige, P. P., 2015, Box-
Behnken study design for optimization of bicalutamide-loaded nanostructured
lipid carrier: Stability assessment. Pharmaceutical Development and
Technology, 20(5), 608-618pp.



71

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Larsen, A. K., Galmarini, C. M., & D’Incalci, M. (2016). Unique features of
trabectedin mechanism of action. Cancer Chemotherapy and Pharmacology,
77(4), 663-671pp.

Laureate, S. E., Mohamed, M. S., Mustafa, A., & Eid, M., 2015, Formulation and
Evaluation of Avocado Oil Nanoemulsion Hydrogels Using Formulation and
Evaluation Of Avocado Oil Nanoemulsion Hydrogels Using Sucrose Ester

Laureate. September 2013pp.

Licata, G., Scharf, C., Ronchi, A., Pellerone, S., Argenziano, G., Verolino, P., &
Moscarella, E., 2021, Diagnosis and management of melanoma of the scalp: A
review of the literature. Clinical, Cosmetic and Investigational Dermatology, 14,
1435-1447pp.

Malik, D. S., & Kaur, G., 2018, Journal of Drug Delivery Science and Technology
Nanostructured gel for topical delivery of azelaic acid: Designing |,
characterization , and in-vitro evaluation. Journal of Drug Delivery Science and
Technology, 47(4), 123-136pp.

Marta, A., Filipe, C., José, J., Sousa, S., Caria, A., Pais, C., Cristina, M., Simoes,
F., José, J., Sousa, S., Antonio, A., & Canelas, C. (2014). Skin cancer and

new treatment perspectives : a review. Cancer Letters.

Meredith, A., & Dass, C. R. (2016). Increasing role of the cancer chemotherapeutic
doxorubicin in cellular metabolism. 68, 729-741pp.

Merkel, E. A., Mohan, L. S., Shi, K., Panah, E., Zhang, B., & Gerami, P., 2019,
Paediatric melanoma: clinical update, genetic basis, and advances in diagnosis.
The Lancet Child and Adolescent Health, 3(9), 646—654pp.

Meyer, R. A., Sunshine, J. C., Green, J. J., & Tissue, T., 2016, Biomimetic
Particles as Therapeutics. 33(9), 514-524pp.

Miller, A. J., & Mihm, M. C., 2006, review article. 51-65pp.



72

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Mills, A., & Gago, F., 2021, Insight into the sequence - specific elements leading to
increased DNA bending and ligase - mediated circularization propensity by
antitumor trabectedin. Journal of Computer-Aided Molecular Design, 35(6),
707-719pp.

Monk, B. J., Lorusso, D., Italiano, A., Kaye, S. B., Aracil, M., & Incalci, M. D.,
2016, Trabectedin as a chemotherapy option for patients with BRCA deficiency.
50, 175-182pp.

Nagaich, U., & Gulati, N., 2016, Nanostructured lipid carriers (NLC) based
controlled release topical gel of clobetasol propionate: design and in vivo
characterization. Drug Delivery and Translational Research, 6(3), 289-298pp.

Naves, L. B., Dhand, C., Venugopal, J. R., Rajamani, L., Ramakrishna, S., &
Almeida, L., 2017, Nanotechnology for the treatment of melanoma skin cancer.

Progress in Biomaterials, 6(1-2), 13-26pp.

Nenclares, P., Ap Dafydd, D., Bagwan, I., Begg, D., Kerawala, C., King, E.,
Lingley, K., Paleri, V., Paterson, G., Payne, M., Silva, P., Steven, N.,
Turnbull, N., Yip, K., & Harrington, K. J., 2020, Head and neck mucosal
melanoma: The United Kingdom national guidelines. European Journal of
Cancer, 138, 11-18pp.

Nesakumar, T., Immanuel, J., Kumar, B., Antony, J., & Karuppusamy, I., 2018,
Toxicity of Doxorubicin ( Dox ) to di ff erent experimental organ systems. Life
Sciences, 200(3), 26-30pp.

Nicolson, N. G., & Han, D. (2019). Desmoplastic melanoma. Journal of Surgical
Oncology, 119(2), 208-215pp.

Pandey, S. S., Patel, M. A, Desai, D. T., Patel, H. P., Gupta, A. R., Joshi, S. V.,
Shah, D. O., & Maulvi, F. A. (2020). Bioavailability enhancement of
repaglinide from transdermally applied nanostructured lipid carrier gel:
Optimization, in vitro and in vivo studies. Journal of Drug Delivery Science and
Technology, 57(April), 101731pp.



73

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Patil, S. C., Gadade, D. D., & Rathi, P. B., 2015, Design , Development and

Evaluation of Herbal Gel for Treatment of Psoriasis.

Paveli¢, Z., Skalko-Basnet, N., & JalSenjak, L., 2005, Characterisation and in vitro
evaluation of bioadhesive liposome gels for local therapy of vaginitis.
International Journal of Pharmaceutics, 301(1-2), 140-148pp.

Pavlova, N. N., & Thompson, C. B., 2016, The Emerging Hallmarks of Cancer
Metabolism. Cell Metabolism, 23(1), 27-47pp.

Peng, L. H., Xu, S. Y., Shan, Y. H., Wei, W., Liu, S., Zhang, C. Z., Wu, J. H.,
Liang, W. Q., & Gao, J. Q. (2014). Sequential release of salidroside and
paeonol from a nanosphere-hydrogel system inhibits ultraviolet B-induced
melanogenesis in guinea pig skin. International Journal of Nanomedicine, 9(1),
1897-1908pp.

Ravasco, P. (2019). Nutrition in cancer patients. Journal of Clinical Medicine, 8(8),
1-13pp.

Renu, K., Abilash, V. G., B, T. P. P.,, & Arunachalam, S., 2018, Molecular
mechanism of doxorubicin-induced cardiomyopathy — An update. European
Journal of Pharmacology, 818(July 2017), 241-253pp.

Rezk, A. I., Obiweluozor, F. O., Choukrani, G., Park, C. H., & Kim, C. S.
(2019). Drug release and kinetic models of anticancer drug (BTZ) from a pH-
responsive alginate polydopamine hydrogel: Towards cancer chemotherapy.
International Journal of Biological Macromolecules, 141, 388—40pp.

Sadighian, S., & Rostamizadeh, K. (2014). Colloids and Surfaces B : Biointerfaces
Doxorubicin-conjugated core — shell magnetite nanoparticles as dual-targeting
carriers for anticancer drug delivery. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
117, 406-413pp.



74

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Salvi, V. R., & Pawar, P., 2019, Journal of Drug Delivery Science and Technology
Nanostructured lipid carriers ( NLC ) system: A novel drug targeting carrier.

Journal of Drug Delivery Science and Technology, 51(990), 255-267pp.

Semete, B., Booysen, L., Kalombo, L., Ramalapa, B., Hayeshi, R., & Swali, H. S,
2012, Effects of protein binding on the biodistribution of PEGylated PLGA
nanoparticles post oral administration. International Journal of Pharmaceutics,
424(1-2), 115-120pp.

Sercombe, L., Veerati, T., Moheimani, F., Wu, S. Y., & Hua, S. (2015). Advances
and Challenges of Liposome Assisted Drug Delivery. 6(December), 1-13pp.

Shafei, A., El-bakly, W., Sobhy, A., Wagdy, O., Reda, A., Aboelenin, O.,
Marzouk, A., El, K., Mostafa, R., Ali, M. A., & Ellithy, M., 2017,
Biomedicine & Pharmacotherapy A review on the e ffi cacy and toxicity of di ff
erent doxorubicin nanoparticles for targeted therapy in metastatic breast cancer.
Biomedicine & Pharmacotherapy, 95(June), 1209-1218pp.

Shafiei, M., Balhoff, M., & Hayman, N. W., 2018, Chemical and microstructural
controls on viscoplasticity in Carbopol hydrogel. Polymer, 139, 44-51pp.

Sharma, A., Upadhyay, D. K., Sarma, G. S., Kaur, N., Gupta, G. Das, Narang,
R. K., & Rai, V. K., 2020, Journal of Drug Delivery Science and Technology
Squalene integrated NLC based gel of tamoxifen citrate for efficient treatment
of psoriasis : A preclinical investigation. Journal of Drug Delivery Science and

Technology, 56(November 2019), 101568pp.

Sharma, G., Thakur, K., Raza, K., Singh, B., & Katare, O. P. (2017).
Nanostructured lipid carriers: A new paradigm in topical delivery for dermal
and transdermal applications. Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 34(4), 355-386pp.

Shukr, M. H. (2013). Evaluation of Topical Gel Bases Formulated with Various
Essential Oils for Antibacterial Activity against Methicillin- Resistant
Staphylococcus Aureus. 12(12), 877-884pp.



75

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Singh, A,, Kar, A. K,, Singh, D., Verma, R, Shraogi, N., Zehra, A., Gautam, K.,
Anbumani, S., Ghosh, D., & Patnaik, S., 2022, pH-responsive eco-friendly
chitosan modified cenosphere/alginate composite hydrogel beads as carrier for
controlled release of Imidacloprid towards sustainable pest control. Chemical
Engineering Journal, 427(6), 131215pp.

Song, S. H., Lee, K. M., Kang, J. B., Lee, G., Kang, J., & Choi, Y. W. (2014).
Improved Skin Delivery of VVoriconazole with a Nanostructured Lipid Carrier-
Based Hydrogel Formulation. 62(August), 793—798pp.

Sritharan, S., & Sivalingam, N. (2021). Review article A comprehensive review on
time-tested anticancer drug doxorubicin. Life Sciences, 278(September 2020),
119527pp.

Subramaniam, B., Siddik, Z. H., & Nagoor, N. H., 2020, Optimization of
nanostructured lipid carriers: understanding the types, designs, and parameters

in the process of formulations. Journal of Nanoparticle Research, 22(6).

Susok, L., & Gambichler, T., 2022, Caucasians with acral lentiginous melanoma
have the same outcome as patients with stage- and limb-matched superficial
spreading melanoma. Journal of Cancer Research and Clinical Oncology,
148(2), 497-502pp.

Tanna, S., Sahota, T., Clark, J., & Taylor, M. J. (2010). Covalent coupling of
concanavalin A to a Carbopol 934P and 941P carrier in glucose-sensitive gels
for delivery of insulin. Journal of Pharmacy and Pharmacology, 54(11), 1461—
1469pp.

Waheed, Z., 2017, An Efficient Machine Learning Approach for the Detection of

Melanoma using Dermoscopic Images. 316-319pp.

Wang, Y., Zhang, H., Hao, J., Li, B., Li, M., & Xiuwen, W. (2015). Lung cancer
combination therapy: co-delivery of paclitaxel and doxorubicin by

nanostructured lipid carriers for synergistic effect. Drug Delivery, 00(00), 1-

6pp.



76

KAYNAKLAR DIZINI (Devam)

Wen, M. M., El-kamel, A. H., Khalil, S. A., Wen, M. M., El-kamel, A. H., &
Khalil, S. A., 2012, Systemic enhancement of papaverine transdermal gel for
erectile dysfunction Systemic enhancement of papaverine transdermal gel for

erectile dysfunction. 9045pp.

Wong, H. L., Bendayan, R., Rauth, A. M., Li, Y., & Wu, X. Y. (2007).
Chemotherapy with anticancer drugs encapsulated in solid lipid nanoparticles.
Advanced Drug Delivery Reviews, 59(6), 491-504pp.

Xu, H., Wen, Y., Chen, S., Zhu, L., Feng, R., & Song, Z., 2020, Paclitaxel skin
delivery by micelles-embedded Carbopol 940 hydrogel for local therapy of

melanoma. International Journal of Pharmaceutics, 587(6), 1196 26pp.

Yallapu, M. M., Chauhan, N., Othman, S. F., Khalilzad-sharghi, V., Ebeling, M.
C., Khan, S., Jaggi, M., & Chauhan, S. C., 2015, Biomaterials Implications of
protein corona on physico-chemical and biological properties of magnetic

nanoparticles. Biomaterials, 46, 1-12pp.

Yde, S. S., Sjoegren, P., Heje, M., & Stolle, L. B., 2018, Mucosal Melanoma: a
Literature Review. Current Oncology Reports, 20(3).

You, J. S., & Jones, P. A., 2012, Review Cancer Genetics and Epigenetics : Two
Sides of the Same Coin ? 9—20pp.

Yuan, W., Kuai, R., Dai, Z., Yuan, Y., Zheng, N., Jiang, W., Noble, C., Hayes,
M., Szoka, F. C., & Schwendeman, A., 2016, Development of a Flow-
Through USP-4 Apparatus Drug Release Assay to Evaluate Doxorubicin
Liposomes. The AAPS Journal, 4 pp.

Zhao, X., Tang, D., Yang, T., & Wang, C., 2018, Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces Facile preparation of biocompatible nanostructured lipid carrier
with ultra- small size as a tumor-penetration delivery system. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 170(3), 355-363pp.



77

TESEKKUR

Ogrencisi olmaktan gurur duydugum, bilgi birikimi ve tecriibeleriyle yoluma
1s1k tutan Prof.Dr.Senay HAMARAT SANLIER’e, tez ¢alismam boyunca bilgisini
ve tecriibesini sabirla benimle paylasan, yonlendirmesi ve yol gostericiligiyle bu
yolda ilerlememi saglayan, her konuda beni destekleyen ve yiireklendiren
Ars.Gor.Dr.Giiliz AK DEMIROZ’a, calismalarimdaki yardimlar1 ve destekleri icin
basta caligma arkadasim  Ars.Gor.Gizem TUTAR olmak iizere Tugba
KARAKAYALI KAVRUK, Ayca EREK ve Kiibra AKTAS’a, hem maddi hem
manevi olarak beni destekledikleri ve sonsuz sabirlar1 ile hep arkamda olduklarini
bildigim ablam Halenur BALYAPAN, annem Sibel BALYAPAN, babam Nazim
BALYAPAN ve erkek arkadasim Tolunay TIRELI’ye ¢ok tesekkiir ederim.

Bu calisma 2195788 numarali, “Melanoma Tedavisinde Ikili Ila¢ Igeren
Hedefli Nanopartikiil Sisteminin Topikal Kemoterapiye Yonelik Etkinliginin
Arastirilmast” adli proje olarak Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu

(TUBITAK) tarafindan desteklenmistir. Destekleri icin TUBITAK ’a tesekkiirler.

22/07/2022

Hande BALYAPAN



78

OZGECMIS VE ESERLER LIiSTESI

Aldigr Sertifikalar:

8" International Conferance on Engineering and Natural Science (ICENS) with an
Oral Presentation, 2022

3" Eurosia Biochemical Approaches & Technologies (EBAT) Congress with an Oral
Presentation, 2021

Laboratuvar Giivenligi, Tehlikeli Atik ve Sifir Atik Uygulamalari Egitimi, 2021
AROM ARASTIRMACI OGRENCI ORYANTASYON EGITIMI, 2021
Web of Science Group, 2020

7.Ulusal Biyomiihendislik Kongresi, 2019

Uzmanhk Alani:
Derece Boliim/Program Universite Y1l
Lisans Biyokimya Ege Universitesi 2015-
2020
Y. Lisans Biyokimya Ege Universitesi 2020-
devam
ediyor

Yiiksek Lisans Tez Bashg (6zeti ekte) ve Tez Damisman(lar)i:

Melanoma Tedavisinde Ikili Ilag Igeren Nanoyapili Lipid Tastyicilarin
Biyouyumlulugunun Incelenmesi ve Nanoyapili Lipid Tasiyict Igeren Jelin
Formiilasyonu ve Karakterizasyonu

Prof.Dr.Senay HAMARAT SANLIER

Gorevler:




79

Gorev Gorev Yeri yil
Unvani
Stajyer Ege Universitesi Ilag Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma - | 2019-2019
Uygulama Merkezi

Projelerde Yaptig1 Gorevler:

“Melanoma Tedavisinde ikili ila¢ Igeren Hedefli Nanopartikiil Sisteminin Topikal
Kemoterapiye Yonelik Etkinliginin Arastirilmas1”, TUBITAK 1001, 2195788
nolu proje, Bursiyer, 01.07.2020- devam ediyor.

ESERLER

B. Uluslararasi1 bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri Kitaplarinda

(proceedings) basilan bildiriler:

B1. Ak Demiroz G., Balyapan H., Tutar G., Yildiz Tiirkyi1lmaz G., “Gel Formulation
of Nanostructured Lipid Carriers Developed for Topical Treatment of Melanoma”
Kisa sbzel ve poster bildiri, 3 rd Eurasia Biochemical Approaches &amp;
Technologies (3.Ebat) Congress, Antalya, 04-07 Kasim 2021.

B2. Ak Demiroz G., Tutar G., Balyapan H., “Development of Nanostructured Lipid
Carriers for Melanoma Treatment”, Sozel bildiri, 3 rd Eurasia Biochemical

Approaches &amp; Technologies (3.Ebat) Congress, Antalya, 04-07 Kasim 2021.

B3. Ak Demiroz G., Giiler G., Tutar G., Balyapan H., “Synthesis of an LAT 1

Targeting-Conjugate for Carrier-Mediated Melanoma Treatment Strategy”, Poster
bildiri, 3 rd Eurasia Biochemical Approaches &amp; Technologies (3.Ebat)
Congress, Antalya, 04-07 Kasim 2021.

B4. Balyapan H., Tutar G., Ak Demiroz G., “Biocompatibility and in vitro drug

release tests of dual drug loaded nanostructured lipid carriers”, Sozel bildiri, 3 rd
International Eurasian Conference on Science, Engineering and Technology
(EurasianSciEnTech 2021), Cevrimici kongre, Ankara, 15-17 Aralik 2021.




80

B5. Ak Demiroz G., Balyapan H., Tutar G., Arslan Y. E., Derkus B., “Evaluation of
the Cytotoxic and Anti-inflammatory Effects of Melanoma-Targeted Nanostructured
Lipid Carriers on Melanocytes, Macrophages, and 3D-Cancer Cell Spheroids” Sozel
bildiri, 8 th International Conferance on Engineering and Natural Science (ICENS),

Cevrimici Kongre, Istanbul, 18-22 May1s 2022.



